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Simões, que com todo carinho e cuidado, sempre 
estiveram ao meu lado, me apoiando e acreditando em 
mim. E ao meu marido José Carlos Rizk Filho, que me 
acompanhou por essa longa caminhada. 
Sem o apoio, cuidados e, acima de tudo, sem o 
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“Tudo tem o seu tempo determinado, e há tempo 
para todo o propósito debaixo do céu. 
Há tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de 
plantar, e tempo de arrancar o que se plantou; 
Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de 
derrubar, e tempo de edificar; 
Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, 
e tempo de dançar; 
Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar 
pedras; tempo de abraçar, e tempo de afastar-se de 
abraçar; 
Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de 
guardar, e tempo de lançar fora; 
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar 
calado, e tempo de falar; 
Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, 
e tempo de paz. 
Que proveito tem o trabalhador naquilo em que 
trabalha? 
Tenho visto o trabalho que Deus deu aos filhos dos 
homens, para com ele os exercitar. 
Tudo fez formoso em seu tempo; também pôs o 
mundo no coração do homem, sem que este possa 
descobrir a obra que Deus fez desde o princípio até 
ao fim. 
Já tenho entendido que não há coisa melhor para 
eles do que alegrar-se e fazer bem na sua vida; 
E também que todo o homem coma e beba, e goze 
do bem de todo o seu trabalho; isto é um dom de 
Deus. 
Eu sei que tudo quanto Deus faz durará 
eternamente; nada se lhe deve acrescentar, e nada 
se lhe deve tirar; e isto faz Deus para que haja temor 
diante dele. 
O que é, já foi; e o que há de ser, também já foi; e 
Deus pede conta do que passou. 
Vi mais debaixo do sol que no lugar do juízo havia 
impiedade, e no lugar da justiça havia iniqüidade. 
Eu disse no meu coração: Deus julgará o justo e o 
ímpio; porque há um tempo para todo o propósito e 
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Em virtude de estudos anteriores mostrarem resultados conflitantes em 
relação aos efeitos do tratamento com estatinas na diabetes mellitus (DM), o objetivo 
da presente pesquisa foi investigar como o tratamento com alta dose de 
atorvastatina afeta a função vascular de ratos diabéticos. Foram utilizados ratos 
Wistar, pesando de 220 a 250g, separados em quatro grupos: 1) controle, tratado 
apenas com o veículo carboximetilcelulose (Ct); 2) controle tratado com atorvastatina 
80 mg / kg / dia (Ct + At); 3) diabético induzido por estreptozotocina (STZ), tratado 
apenas com o veículo carboximetilcelulose (Db); e 4) diabético induzido por STZ, 
tratado com atorvastatina (Db + At). O tratamento foi realizado durante quatro 
semanas, diariamente, através de gavagem. Segmentos de aorta foram utilizados 
para investigar a reatividade vascular, a expressão proteica da ciclooxigenase-2 
(COX-2) e da subunidade NOX1, além de níveis de ânion superóxido. Foi observado 
que o tratamento com atorvastatina não afetou os níveis da glicemia em nenhum dos 
grupos. Nos ratos diabéticos, a reatividade vascular à fenilefrina aumentou quando 
comparada aos grupos controles, sendo que o tratamento com atorvastatina reduziu 
esta resposta nos ratos diabéticos. A remoção do endotélio aumentou a resposta à 
fenilefrina nos ratos controle, mas não no grupo diabético; a atorvastatina aumentou 
a modulação endotelial nestes ratos. O L-NAME (100 µM) aumentou a reatividade 
em todos os grupos, mas este efeito foi maior nos ratos diabéticos tratados com 
atorvastatina. A Indometacina (10 µM) e o NS398 (1 µM) reduziram a resposta 
contrátil em ratos diabéticos e a atorvastatina reverteu estes efeitos, sem alterar a 
expressão de COX-2. A apocinina (30 µM) diminuiu a resposta da fenilefrina em 
ratos diabéticos, os quais também mostraram aumento da NOX1 e de ânion 
superóxido; estes efeitos foram prevenidos pelo tratamento com atorvastatina. Os 
resultados sugerem que o tratamento com dose elevada de atorvastatina, 
independentemente da glicemia, reduz a lesão vascular, melhorando a função 
endotelial em aortas de ratos diabéticos através da redução dos prostanóides 
constritores derivados de COX-2. Ademais, reduz o estresse oxidativo através da 
NADPH oxidase, bem como um possível aumento da participação de óxido nítrico. 
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Because previous studies have conflicting results regarding the effects of 
statin treatment in diabetes mellitus (DM), the aim of this research was to investigate 
how treatment with high-dose atorvastatin affects the vascular function in diabetic 
rats. Wistar rats weighing 220 to 250g, were divided into four groups:1) control group 
treated only with the vehicle carboxymethylcellulose (Ct); 2) control group treated 
with atorvastatin 80 mg / kg / day (Ct+At); 3) diabetic group induced by streptozotocin 
(STZ) treated only with the vehicle carboxymethylcellulose (Db); and 4) diabetic 
group induced by STZ treated with atorvastatin (Db+At). The treatment was done 
during four weeks, daily, via gavage. Aortic segments were used to investigate the 
vascular reactivity, the protein expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and subunit 
NOX1, and superoxide anions levels. It has been observed that treatment with 
atorvastatin did not affect glycemia levels in none of the groups.  In the diabetic rats, 
reactivity vascular response to phenylephrine increased when compared to control 
groups, and treatment with atorvastatin reduced this response in diabetic rats. 
Removal of the endothelium increased response to phenylephrine in control rats but 
not in diabetic group; atorvastatin increased endothelial modulation in these rats. The 
L-NAME (100 uM) increased reactivity in all groups, but this effect was greater in 
diabetic rats treated with atorvastatin. Indomethacin (10 uM) and NS398 (1mM) 
decreased the contractile response in diabetic rats and atorvastatin reversed these 
effects without affecting COX-2 expression. The apocynin (30mM) decreased the 
response of phenylephrine in diabetic rats, which also showed increased NOX1 and 
superoxide anion; these effects were prevented by atorvastatin treatment. The 
results suggest that treatment with high dose of atorvastatin, regardless of glycemia 
reduces vascular injury and improves endothelial function in aorta from diabetic rats 
by reducing prostanoids constrictor 2 derivatives. Furthermore, reduced oxidative 
stress by HADPH oxidase and a possible increased in nitric oxide contribution.  
Key-words: atorvastatin; diabetes mellitus; vascular function; 
cyclooxygenase-2; oxidative stress. 
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As estatinas constituem uma classe de droga que têm demostrado um efeito 
significante na redução dos níveis de colesterol, importante para redução da 
morbidade e mortalidade cardiovascular. Por muito tempo foi referenciada 
unicamente com sua capacidade de redução de lipídios, porém, ao longo dos 
últimos anos, tem sido reconhecido que as estatinas podem adicionalmente atuar 
através de outros mecanismos independentes da diminuição do colesterol para 
promover uma redução em 30% do risco de eventos coronários (PANAYOTIS et al., 
2004). 
A incidência de diabetes alcançou proporções epidêmicas em todo o mundo. 
Além do mais, a mortalidade dos pacientes diabéticos após um evento cardíaco é 
significativamente aumentada em comparação com pacientes não diabéticos (ALI 
RAZA & MOVAHED, 2003). Portanto, a prevenção primária tem desempenhado um 
papel importante na redução da incidência de doenças arteriais coronarianas em 
pacientes diabéticos.  
Diabetes mellitus (DM) é um conhecido fator de risco para o desenvolvimento 
de doenças cardiovasculares e suas complicações posteriores. A hiperglicemia, a 
inflamação sistêmica e o aumento do estresse oxidativo determinam o dano 
endotelial observado no DM (VERSARI et al., 2009). 
Como mencionado acima, o DM aumenta os níveis de espécies reativas de 
oxigênio (EROs), e esses radicais livres desempenham um papel na patogênese das 
complicações vasculares (SPITALER & GRAIER, 2002). O aumento das EROs em 
DM pode resultar de uma atividade reduzida de enzimas antioxidantes, como a 
superóxido dismutase (SOD) (KAMATA & KOBAYASHI, 1996) e catalase (SHY et 
al., 2007), ou atividade aumentada da NADPH oxidase (COHEN & TONG, 2010; 
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SAN et al., 2007; WEI et al., 2007). Por conseguinte, o aumento do estresse 
oxidativo observado no DM pode conduzir a uma redução na biodisponibilidade do 
oxido nítrico (NO) e acelerar a aterosclerose em vasos de condutância (LEMOS et 
al., 2012). 
Drogas redutoras de colesterol, tais como os inibidores da 3-hidroxi-3-
metilglutaril (HMG) –coenzima A (CoA) redutase (estatinas), têm ação vasoprotetora 
no DM. O mecanismo pelo qual as estatinas são vasoprotetora pode envolver a 
regulação positiva da expressão e produção da eNOS (ENDRES et al., 1998), e a 
redução de tromboxano A2 (TXA2) e da geração de ânion superóxido (ROSENSON 
& TANGNEY, 1998; WASSMANN et al., 2001).  
Estudos têm mostrado resultados conflitantes sobre o efeito real do 
tratamento com estatinas sobre a função vascular de ratos diabéticos (BELLIA et al., 
2012; TEHRANI et al., 2013; PANAYIOTIS et al., 2004; MASON et al., 2015). 
Portanto, testou-se a hipótese de que uma dose elevada de atorvastatina (80 mg / 
kg) promove efeitos benéficos adicionais na função vascular de vasos de 
condutância em ratos diabéticos. 
1.1 ESTATINA 
As doenças cardiovasculares são a principal causa de morte no mundo, 
principalmente nos países desenvolvidos. Um grande conjunto de evidências 
descritos em ensaios clínicos, assim como em estudos in vitro, justifica como um dos 
principais causadores, os elevados índices no plasma de colesterol LDL 
(lipoproteína de baixa densidade) (ROBERT et al., 1998). A aterosclerose, por sua 
vez, é a principal doença cardiovascular, e há evidências de que a redução da 
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concentração plasmática de colesterol seja importante para a prevenção primária e 
secundária da doença arterial coronariana (STAMLER, WENTWORTH et al., 1986). 
Assim sendo, esta relação positiva entre a diminuição do colesterol com a 
prevenção cardíaca iniciou em 1984, quando um estudo multicêntrico conhecido 
como Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial (LRC-CPPT) (1984), 
testou a eficácia da colestiramina, um medicamento com efeito de diminuir o 
colesterol por ação de um sequestrante do ácido biliar, e sua relação com a 
diminuição na taxa de infarto do miocárdio.  
Em 1971, o microbiologista Akira Endo, pesquisando um novo antibiótico, 
observou que certos fungos produziam um potente inibidor da produção do 
colesterol. O isolamento e análise desse composto inibidor foi realizado, e 
posteriormente foi sintetizada em laboratório a molécula que daria origem à matriz 
das estatinas, sendo a primeira da família (lovastatina) lançada em 1987 (ENDO, 
2010). 
Estudos angiográficos, como o REGRESS (2000), demonstraram que 
utilizando medicamentos para baixar o colesterol juntamente com mudança no estilo 
de vida, seriam capazes de reduzir a incidência de aterosclerose e eventos 
cardíacos coronarianos (BLUM, SIMSOLO et al., 2004). Finalmente, a partir dos 
anos 90, estudos clínicos com estatinas mostraram, de forma inequívoca uma 
redução no risco relativo de infarto do miocárdio e / ou doenças coronarianas como 
prevenção primária, bem como a prevenção secundária. Vários estudos clínicos 
multicêntricos demonstraram esses benefícios do tratamento com estatinas. Dentre 
eles estão: The Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S), Cholesterol And 
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Recurrent Events (CARE), Long-term Intervention with Pravastatin in Ischemic 
Disease (LIPID), West of Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOPS) e Air 
Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study (AFCAPS/TexCAPS) (RAY, 
CANNON et al., 2006). 
Inibidores de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, 
provaram ser os principais agentes redutores de LDL, de maior eficiência, se 
tornando o hipolipemiante mais utilizado na prática clínica (MOZAFFARIAN, NYE et 
al., 2004; CALABRO, YEH, 2005). 
São fármacos potentes que atuam através da inibição competitiva da enzima-
chave da síntese de colesterol, promovendo a conversão deste em mevalonato 
(ENDO, 1992). Ao inibir a biossíntese de colesterol, o resultado obtido é um 
aumento na síntese e atividade de receptores de LDL, o que contribui para uma 
maior captação de partículas de LDL circulantes e dessa forma diminuindo sua 
concentração plasmática (BROWN & GOLDSTEIN, 1986).  
As estatinas não só reduzem o colesterol LDL, como também aumentam o 
colesterol HDL (lipoproteína de alta densidade), efeito este que pode variar entre os 
diferentes tipos de estatinas. O HDL exerce seu efeito atero-protetor, principalmente, 
através da redução do colesterol depositado nos tecidos periféricos. Neste processo, 
o excesso de colesterol nos tecidos periféricos é transportado para a apolipoproteína 
que vai gerar uma molécula de HDL menor e mais densa podendo ser interiorizada 
no fígado, para sua excreção (LEWIS & RADER, 2005). Além do mais, o HDL tem 
diversos efeitos benéficos como função antiinflamatória, anti-oxidante, anti-
trombótica e participa também de reparos do endotélio vascular (YAMASHITA  et al., 
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2010). Dessa forma, as estatinas não só aumentam a quantidade de HDL no 
plasma, mas também melhoram na sua funcionalidade (YAMASHITA  et al., 2010). 
A terapia com estatinas apresenta uma redução no risco de eventos 
cardiovasculares em 20% a 30%, um efeito fortemente relacionado com a magnitude 
da redução do colesterol, proporcionando uma redução expressiva da morbidade e 
mortalidade cardiovascular (BAIGENT et al., 2005). Entretanto, sua resposta clínica 
tem-se demonstrado altamente variável, embora as doses sejam individualmente 
ajustadas, grande parte dos pacientes não consegue atingir as metas de redução 
das taxas de colesterol esperadas (MANGRAVITE, THORN et al., 2006). 
O mevalonato que é convertido é um precursor dos compostos isoprenóides 
que estão envolvidos na sinalização e proliferação celular (LAROSA, 2001). Dessa 
forma, a inibição da HMG-CoA redutase não só traz benefícios referentes a síntese 
de colesterol como também na ação antiinflamatória e antiproliferativa, que hoje 
caracterizam os principais efeitos pleiotrópicos que lhes são atribuídos (LAROSA, 
2001). Como resultados desses efeitos, podemos destacar: a melhora da função 
endotelial, a redução da inflamação vascular e o aumento da estabilidade da placa 
aterosclerótica (LIAO, 2002). 
Dentre as funções das estatinas, muito se destaca a alta capacidade de 
melhoria da disfunção endotelial. Esses benefícios estão evidentes e são 
independentes do seu principal efeito que é a redução de lipídeos. Estudos como o 
MIRACL (1998) compararam o tratamento precoce e tardio com atorvastatina, e 
observaram uma redução da mortalidade, do infarto não fatal e da isquemia do 
miocárdio para os que receberam tratamento precoce (DAVIGNON, 2004).   
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Entretanto, quando se trata de pacientes diabéticos, existem resultados 
contraditórios. Enquanto alguns não demonstram melhoria da dilatação dependente 
do endotélio (TEHRANI et al., 2013), outros estudos mais recentes demonstram que 
a atorvastatina melhorou a função vasodilatadora dependente do endotélio, além de 
reduzir níveis de marcadores de ativação endotelial e inflamação (TAN et al., 2002; 
MARCHESI, LUPATTELLI, et al., 2000; WASSMANN et al., 2001). 
Um potencial mecanismo pelo qual as estatinas podem melhorar a função 
endotelial é através de seus efeitos antioxidantes. Por exemplo, as estatinas 
aumentam o relaxamento dependente do endotélio através da inibição da produção 
de EROs, tais como os radicais hidroxila e ânion superóxido (TAKEMOTO & LIAO , 
2001). Embora reduzir os lipídios, por si só, possa diminuir o estresse oxidativo 
vascular (CAI & HARISSON, 2000), alguns destes efeitos antioxidantes de estatinas 
parecem ser independentes de colesterol. Além disso, em pacientes diabéticos o 
aumento da expressão da subunidade p22phox, um componente importante da 
NADPH oxidase, que leva a uma maior geração de ânion superóxido, foram 
suprimidos pelo tratamento com atorvastatina (CHRIST et al., 2002). 
Outra ação importante das estatinas referente ainda à função vascular, foi 
descrito por Ichiki et al. (2001), ao demonstrar que elas aumentam o número de 
células circulantes precursoras do endotélio, com isso promovem sua mobilização 
para áreas isquêmicas, possibilitando a reendotelização em regiões lesionadas, sem 
estimularem o espessamento da camada íntima. 
Ademais, as estatinas possuem ação antioxidante. Seu metabólito hidroxi, 
que faz parte de praticamente 70% da molécula da atorvastatina no plasma, é capaz 
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de inibir a oxidação do LDL e HDL, podendo agir também de forma indireta nos 
mecanismos oxidativos normais, através da inibição da ação oxidante dos 
macrófagos (DAVIGNON 2004). 
Outro efeito pertinente às estatinas é a ação anti-inflamatória principalmente 
relacionada aos eventos cardiovasculares. Um estudo a longo prazo chamado 
CARE (1992), foi capaz de mostrar que pacientes pós infarto agudo do miocárdio 
apresentaram uma redução nos níveis de proteína C-reativa (MASON, 2003). Uma 
outra revisão, mais recente foi capaz de demonstrar o efeito das estatinas nos 
marcadores séricos de doenças cardiovasculares, e o resultado foi que todas as 
estatinas foram capazes de reduzir os níveis de proteína C-reativa (MARCHESI et 
al., 2000). 
E por fim, porém não menos importante, tem sido descrito um papel 
imunomodulador para as estatinas. Assim, quando elas inibem a conversão da 
HMG-Coa redutase em mevalonato, esta envolvido a isoprenilação da geranil-geranil 
pirofostato e sistema Rho, que são proteínas participantes na maturação e divisão 
celular, diminuindo dessa forma a expressão de fatores teciduais e de proliferação 
celular (DAVIGNON 2004; MASATO et al., 2002). Nas células endoteliais, observou-
se a inibição da transcrição de diversos genes induzidos por NF-KB e diminuição da 
expressão de antígenos leucocitários humanos (HLA) induzidos por interferon-g, 
com inativação das células Th1 (tipo 1 helper). Na prática, estudos mostraram um 
menor índice de rejeição em órgãos transplantados em pacientes que receberam 




O princípio farmacodinâmico de todas as estatinas é a inibição da biossíntese 
da molécula de colesterol através do bloqueio da enzima HMG-CoA redutase. Essa 
inibição da biossíntese do colesterol ocorre no fígado e resulta em uma up-regulation 
da expressão do receptor de LDL e aumenta a depuração de LDL da circulação.  
O metabolismo de primeira passagem é expressivo e limita a disponibilidade 
sistêmica dos inibidores da HMG-CoA redutase, mas isto não se correlaciona com a 
sua atividade biológica, devido ao fígado ser seu principal local de ação, resultando 
na formação de metabólitos ativos, que contribuem de forma específica para cada 
indivíduo sobre o efeito na redução de lipídios (LIAO et al., 2005). 
De uma forma geral, as estatinas sofrem absorção intestinal; a 
metabolização se processa no fígado e a excreção é por via intestinal (a maior parte) 
e por via renal.  Diferentemente das demais, a lovastatina e a sinvastatina são 
apresentadas na forma de lactonas e são ativadas por hidrólise enzimática no fígado 
e, por isso, são consideradas pró-fármacos. Enquanto as demais estatinas são 
fármacos ativos apresentados na forma hidroxiácida e não necessitam de 
biotransformação (CORSINI et al., 1999; SHITARA & SUGIYAMA, 2006). 
A base estrutural para a inibição de HMG-CoA-redutase é uma porção 
formada pelo ácido glutárico-hidroximetil encontrada em todos os membros da 
família das estatinas. Independente desta característica comum, as várias estatinas 
diferem entre si por vários aspectos farmacológicos, como por exemplo, a 
lovastatina, simvastatina e pravastatina que são derivadas de Aspergillus terreus, ou 
seja, de origem natural enquanto outras formadas por um processo semi-sintético 
como fluvastatina e atorvastatina (ENDO, 2010). 
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Quando se refere à potência das estatinas as seguintes doses têm sido 
propostas como equipotentes: 10 mg de atorvastatina, 20 mg de sinvastatina, 40 mg 
de lovastatina, 40 mg de pravastatina e de 80 mg de fluvastatina. Estas doses levam 
a uma redução média dos níveis de LDL-colesterol em ± 27%, enquanto que cada 
nova duplicação da dose só conduz a uma diminuição de 6% adicional (DAVIGNON, 
2004). 
A obesidade e a resistência insulínica estão associadas aos fatores de riscos 
cardiovasculares, incluindo alteração de níveis de marcadores inflamatórios e de 
disfunção endotelial (SHETTY et al., 2004). O estudo e a inclusão das estatinas para 
os pacientes portadores dessas síndromes metabólicas crescem a cada dia, e a 
importância do tratamento concomitante com as estatinas tem se tornado cada vez 
mais presente visto o caráter preventivo dado a elas. 
Em nosso estudo, escolhemos trabalhar com a atorvastatina que, apesar de 
atuar pelo mesmo mecanismo que as demais estatinas, apresenta maior 
contribuição dos metabólitos bioativos para a eficácia do fármaco, possivelmente por 





1.2 DIABETES MELLITUS 
A DM é uma doença metabólica conhecida também como uma síndrome 
sistêmica, de caráter crônico devido à impossibilidade de cura. Apresenta uma 
alteração no metabolismo de carboidratos e gorduras causada pela insuficiência ou 
falta do hormônio insulina produzido pelas células β encontradas nas ilhotas de 
Langherans do pâncreas ou, todavia, pela incapacidade da insulina de agir sobre os 
tecidos alvos. A hiperglicemia resultante de alterações no metabolismo de 
carboidratos é capaz de induzir diversas alterações teciduais, levando à doenças 
micro e macrovasculares (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009). 
A diabetes tipo 2 está sendo considerada como um dos mais sérios desafios 
globais de saúde pública do século XXI de acordo com a Organização Mundial de 
Saúde (2016). Uma doença multifatorial, responsável pela mortalidade e morbidade 
de 8% da população mundial, sendo considerado um grave problema econômico em 
todo o mundo (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009). O número de pessoas com 
diabetes tipo 2 é crescente em resposta a vários fatores, como sedentarismo e a 
obesidade populacional (WHO, 2016).  Estudos estimam que o número de pessoas 
que sofrem de diabetes tipo 2 aumentará de aproximadamente 171 milhões no ano 
de 2000, para 366 milhões em 2030, sendo os indivíduos mais jovens os mais 
afetados (DAVEL et al., 2011). 
A diabetes tipo 2 é uma doença metabólica caracterizada pelo 
desenvolvimento progressivo de resistência insulínica, incapacitando a utilização de 
glicose durante a exposição à insulina por parte dos tecidos (DAVEL et al., 2011), 
pela deficiência na produção de insulina por parte das células β e pela hiperglicemia 
(MEEUWISSE-PASTERKAMP, VAN DER KLAUW et al., 2008). 
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Além da predisposição genética, fatores ambientais também apresentam um 
papel significativo no desenvolvimento de diabetes tipo 2. Idade, obesidade, 
dislipidemia e o sedentarismo se tornam fatores de risco importantes para esta 
síndrome (CHENG, 2005). 
1.2.1 Doenças vasculares associadas à diabetes mellitus 
Diversas complicações cardiovasculares e cerebrovasculares (SOLDATOS & 
COOPER, 2006), aterosclerose e obstrução vascular periférica (CADE 2008; 
SOLDATOS & COOPER, 2006), além de complicações microvasculares, como a 
retinopatia, nefropatia, neuropatia, estão associadas à diabetes (CADE 2008), 
levando a considerá-la não apenas uma doença metabólica, mas sim uma doença 
vascular (SRIKANTH & DEEDWANIA, 2007). 
A doença macrovascular apresenta um dos mais dramáticos problemas 
clínicos ligados aos pacientes diabéticos, desenvolvendo-se em mais de 50% da 
população portadora de diabetes e sendo responsáveis por cerca de 50% a 60% da 
mortalidade (SOLDATOS & COOPER, 2006). Pacientes diabéticos apresentam um 
risco quatro vezes maior de desenvolverem doenças cardiovasculares, 
comparativamente à população normal (CADE, 2008). Os principais fatores para o 
desenvolvimento de doenças vasculares associados à diabetes tipo 2 são a 
resistência insulínica, obesidade, dislipidemia, hiperinsulinemia, síndrome 
metabólica, hipertensão, hiperglicemia e tabagismo (VAN DER REE et al., 2001). 
Dentre aos principais fatores de risco, a hiperglicemia crônica é um dos mais 
importantes nas complicações vasculares (CADE, 2008), pois seus efeitos afetam 
diretamente as células endoteliais, aumentando a formação de EROs e estresse 
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oxidativo (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009), além de desenvolver um estado 
constante e progressivo de lesões na parede vascular, que vão causar o que 
chamamos de disfunção endotelial (VAN DER REE et al., 2001). 
A disfunção endotelial constitui-se em um conjunto de fatores que se tornam 
marcadores precoces do desenvolvimento de doenças macrovasculares (CADE, 
2008). Encontramos nela alterações na vasodilatação devido à diminuição da 
biodisponibilidade do NO, a disfunção das células musculares lisas, a elevada 
produção de fatores de crescimento endotelial, a inflamação crônica, danos na 





1.3 FUNÇÃO ENDOTELIAL 
O endotélio é formado por uma única camada de células que recobrem o 
lúmen vascular, com muitas outras funções além do que se acreditou ter por muito 
tempo, ao invés de ser apenas uma camada celular imóvel, que servia somente 
como uma barreira física entre o sangue circulante e dos tecidos subjacentes. A 
partir de meados dos anos 80 foi reconhecido que as células endoteliais são 
metabolicamente ativas com importantes funções parácrina, endócrinas e 
autócrinas, indispensável para a manutenção da homeostasia vascular (VERSARI  
et al., 2009; SENA et al., 2007). 
Dentre as várias funções do endotélio vascular estão à regulação da 
integridade dos vasos, o crescimento vascular e a remodelação, o crescimento do 
tecido e o metabolismo, respostas imunes, a adesão celular, a angiogênese, a 
hemostasia e a permeabilidade vascular. Portanto, o endotélio desempenha um 
papel fundamental na regulação do tónus vascular, no controle do fluxo de sangue 
nos tecidos, nas respostas inflamatórias e para manter a fluidez do sangue (BAGI et 
al., 2006; TESFAMARIAM, BROWN et al., 1990; OKAZAKI T et al., 2011). 
Para manter a homeostase até então descrita, o endotélio apresenta um 
equilíbrio quanto à formação e liberação de fatores derivados do endotélio com ação 
vasodilatadora e efeitos antiproliferativos, incluindo o fator de hiperpolarização 
derivado do endotélio (EDHF) (COHEN & TONG 2010), o NO (SPITALER & 
GRAIER, 2002; Kamata K & KOBAYASHI, 1996) e prostaciclina (PGI2) (SHI et al., 
2007). A endotelina - 1 (San et al., 2007), a angiotensina II, EROs (WEI et al., 2007; 
LEMOS et al., 2012), o TXA2 e a prostaglandina H2 (PGH2), (AVOGARO, DE 
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KREUTZENBERG & FADINI, 2008; HADI & SUWAIDI, 2007) estão entre os 
mediadores que exercem efeitos vasoconstritores. 
As células endoteliais produzem também ação antitrombótica, através do 
efeito inibitório de agregação plaquetária causada pelo NO e PGI2, e moléculas pró-
trombótica (factor de Von Willebrand), que promovem agregação plaquetária, e o 
inibidor do ativador do plasminogénio - 1 (PAI-1), que inibe a fibrinólise (OKAZAKI et 
al., 2011). 
A manutenção do equilíbrio entre os agentes vasodilatadores e 
vasoconstritores é fundamental para a regulação do tônus muscular (HADI & 
SUWAIDI, 2007). Este equilíbrio mantido pelas células endoteliais integra estímulos 
que regulam a função hemodinâmica (GIANNOTTIAND & LANDMESSER, 2007). 
Além disso, as células endoteliais se encontram envolvidas na produção de 
moléculas específicas do processo inflamatório, chamadas moléculas de adesão 
leucocitária (LAM), moléculas de adesão intracelular (ICAM) e moléculas de adesão 
celular vascular (VCAM) (HADI & SUWAIDI, 2007). 
1.3.1 Fatores reguladores do tônus vascular 
1.3.1.1 Óxido nítrico 
Desde 1980 já se conhece que a vasodilatação é mediada por fatores 
produzidos pelo endotélio. (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1983; 
MONCADA, Palmer, et al., 1991).  Entretanto, somente sete anos mais tarde, foi 
proposto que o NO seria este mediador, devido ao relaxamento induzido por nitritos 
em meio ácido na aorta de coelhos sujeitos a remoção prévia do endotélio 
(PALMER, Ferrige, et al., 1987; FURCHGOTT, 1988; ANGUS & COCKS, 1989; 
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MARÍN & SÁNCHEZ-FERRER, 1990; MONCADA, PAlmer, et al., 1991; MARIN & 
RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1995). O NO é considerado o mais importante e melhor 
vasodilatador caracterizado. Sendo um gás altamente reativo e lipofílico (POTENZA, 
ADDABBO, et al., 2009), possui um peso molecular baixo, facilitando difundir-se 
rapidamente, e apresenta um tempo de meia vida de apenas 4 segundos (GUERCI 
et al., 2001), sendo o principal responsável pelo relaxamento dependente do 
endotélio (AVOGARO, DE KREUTZENBERG & FADINI, 2008). Além do mais, o NO 
apresenta propriedades antioxidantes, anti-proliferativas, anti-inflamatórias, anti-
coagulantes e anti-trombogênicas (SCHALKWIJK & STEHOUWER, 2005), se 
tornando responsável pela regulação de diversos processos celulares e fisiológicos.  
O NO é um radical livre produzido por um processo de oxidação onde há uma 
conversão do aminoácido L-arginina em L-citrulina (POTENZA, ADDABBO, et al., 
2009). Esta síntese pode ser induzida por vários estímulos físicos e químicos, como 
estiramento vascular produzido por aumento da pressão arterial, estresse de 
cisalhamento (shear stress), agregação plaquetária, histamina, catecolaminas, 
aldosterona, vasopressina, bradicinina, adenosina difosfato (ADP), serotonina, 
acetilcolina, entre outras (Marín, Rodríguez-Martínez, 1997; MONCADA, PALMER, 
et al., 1991). A reação descrita é catalisada pelo complexo enzimático óxido nítrico 
sintase (NOS) (AVOGARO, DE KREUTZENBERG & FADINI, 2008; KOLLURU, 
SIAMWALA, et al., 2010). 
São conhecidas três isoformas de NOS. A primeira isoforma da NOS foi 
encontrada no cérebro, conhecida como NO-sintase neuronal (nNOS), de origem 
constitutiva, onde o NO tem papel de neurotransmissor. Há também a isoforma NO-
sintase endotelial (eNOS), presente no endotélio, também constitutiva, encontrada 
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em condições fisiológicas no organismo, e assim como a nNOS são dependentes da 
concentração de Ca2+ intracelular para sua ativação. 
A terceira isoforma foi encontrada em macrófagos, em células endoteliais, 
em cardiomiócitos, dentre outros. Chamada de NO-sintase induzível (iNOS), seu 
nome já diz, apresenta a particularidade de ser fortemente induzida por estímulos 
pro-inflamatórios, e ao contrário das demais, ela independe da concentração 
intracelular de Ca2+ para sua ativação. 
Ademais, a síntese de NO só ocorre na presença de co-fatores, tais como: 
nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato ( NADPH) , tetrahidrobiopterina (BH4) 
flavina adenina dinucleótido (FAD) e flavina  mononucleótido (FMN) 
(FÖRSTERMANN & SESSA 2012).  
O óxido nítrico (NO) promove vasodilatalação a partir do momento que se 
difunde para o músculo liso vascular e, por meio da ativação da guanilato ciclase 
solúvel gera um aumento da concentração intracelular de 3`, 5`-monofosfato de 
guanosina cíclico (GMPc). Este GMPc, por sua vez, ativa a proteína quinase G 
(PKG) que fosforila diversas proteínas, diminuindo a sensibilidade das proteínas 
contráteis ao cálcio, promovendo o relaxamento vascular. Outra via também, é pela 
PKG sobre a via de canais para K+ dependentes de Ca2+ e voltagem, onde ao 
hiperpolarizar a membrana plasmática, promove o relaxamento.  Além da 
vasodilatação, o NO inibe a ativação, secreção e agregação de plaquetas, previne a 
adesão de leucócitos e inibe a migração e proliferação das células musculares lisas 




1.3.1.2 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) 
O tônus vascular pode ser modulado por outros fatores além do NO. Estudos 
mostraram uma mudança no potencial de repouso da membrana plasmática do 
músculo liso vascular. Esta constatação levou a investigar outras vias de 
relaxamento vascular, e concluiu que a hiperpolarização da membrana do músculo 
liso é outro mecanismo que explica o relaxamento dependente do endotélio (NAGAO 
& VANHOUTTE, 1991; GARLAND & MCPHERSON, 1992). 
Este mecanismo ocorre pela ativação dos canais para potássio sensíveis ao 
cálcio do músculo liso vascular, dos EDHF que, através da hiperpolarização, 
diminuem a atividade dos canais de Ca2+ tipo L voltagem dependente, 
proporcionando uma redução do cálcio intracelular (Ca2+) favorecendo seu 
relaxamento (FÉLETOU, KÖHLER et al., 2010). As respostas mediadas pelos 
EDHFs são importantes na homeostase vascular, todavia podem ser alteradas em 
diversas condições patológicas, como na hipertensão arterial, aterosclerose e DM 
(FÉLETOU, KÖHLER et al., 2010). 
1.3.1.3 Prostanóides  
Os componentes dos fatores constritores derivados do endotélio (EDCF) são 
os prostanóides, substâncias que participam da atividade vasomotora do endotélio 
além de ser um agente antiplaquetário (WRIGHT & BARSNESS 2001). Dentre eles 
encontramos a prostaciclina (PGI2), prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina D2 
(PD2), prostaglandina F2ɑ (PGF2ɑ) e o TXA2. São prostanóides derivados do ácido 
araquidônico, um constituinte dos fosfolipídios de membrana, resultante da ação da 




Após sua liberação o ácido araquidônico é oxidado pela enzima 
ciclooxigenase (COX), responsável pela síntese de prostanóides, e convertido a 
PGH2, precursor de muitos outros prostanóides (BAGI et al., 2005). 
As prostaglandinas atuam preferencialmente, porém não exclusivamente, 
em receptores específicos transmembrana, acoplados à proteína G. Estas proteínas, 
quando ativadas, podem estimular ou inibir a adenilato ciclase, causando um 
aumento ou redução dos níveis intracelulares de monofosfato cíclico de adenosina 
(AMPc), respectivamente, promovendo o relaxamento do músculo liso vascular ou 
vasoconstrição. De todos os receptores de prostanóides ativadores de células do 
músculo liso vascular, os receptores TP parecem ser os únicos responsáveis por 
contrações dependentes do endotélio (FÉLETOU, KÖHLER et al., 2010).  
A PGI2 foi a primeira substância vasoconstritora dependente do endotélio a 
ser descoberta (MONCADA et al.,1977). Uma vez liberada induz o relaxamento da 
musculatura lisa vascular e reduz agregação plaquetária, via aumento de AMPc 
(DAVIDGE, 2001).  
Esta interação também pode estimular a proteína quinase dependente de 
AMPc (PKA), que atua aumentando a permeabilidade dos canais de K+ sensíveis a 
ATP hiperpolarizando a membrana das células musculares lisa, e estimulando a 
saída de Ca2+ do citosol por aumento da atividade de bomba de Ca2+ sarcolemal e 
da SERCA do retículo sarcoplasmático. Com isso ela diminui o íon disponível à 
contração levando ao seu relaxamento (FÉLETOU, KÖHLER et al., 2010).  
Somado a este mecanismo, temos também a ação dos demais prostanóides 
prostaglandina E2, a PGF2α e o TXA2 que se unem aos seus receptores EP1, FP e 
TP respectivamente. Quando unidos, ocorre a ativação da fosfolipase C formando 
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), os chamados segundo mensageiros, 
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ativando a mobilização de cálcio intracelular e PKC para gerar a contração do 
musculo liso vascular (BAGI et al., 2005). 
A via da COX portanto são enzimas que sintetizam prostanóides e se 
apresentam por duas isoformas: a chamada tipo 1 (COX-1), constitutiva na maioria 
das células, está relacionada com as funções fisiológicas, se apresentando em 
maior quantidade nos vasos saudáveis; e a do tipo 2 (COX-2). Esta isoforma 
induzida pelas citocinas, fatores mitogênicos e por estímulos pró-inflamatórios em 
vários tipos de células, tem sua expressão vascular aumentada e está diretamente 
relacionada com condições patológicas associadas a processos inflamatórios como 
aterosclerose e hipertensão arterial (ANTMAN, DeMets, et al., 2005; ÁLVAREZ et 
al., 2005). 
Vários estudos têm demonstrado que o equilíbrio entre prostanóides 
vasodilatadores e vasoconstritores é modificado na diabetes (BAGI et al., 2005;. 
FÉLÉTOU, HUANG, et al., 2011), e pode implicar a forma induzível da enzima, a 
COX-2. Enquanto em artérias saudáveis, prevalece a isoforma constitutiva da COX-
1 com formação preferencial de prostaciclina. 
No entanto, por estímulos inflamatórios e físicos pode haver a estimulação 
da isoforma COX-2 (FÉLÉTOU, HUANG, et al., 2011). A resistência insulínica está 
associada com um estado pró-inflamatório da parede vascular que conduz a 
remodelação vascular e disfunção endotelial em artérias sistêmicas (CHAHWALA & 
ARORA, 2009). A COX-2 é induzida durante algum processo inflamatório, portanto 
prostanóides derivados da COX-2 tem sido associado com o desenvolvimento de 
complicações vasculares sob condições de resistência à insulina e risco 
cardiovascular (BAGI et al., 2005; VIRDIS et al., 2009; FÉLÉTOU, HUANG, et al., 
2011), que por sua vez podem contribuir para a elevação da pressão arterial. Xavier 
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e colaboradores (2012) demonstraram em seu estudo uma “up-regulation” de COX-2 
ligado a um aumento na formação de prostanóides vasoconstritores em artérias de 
resistência de ratos diabéticos, e este fator é uma peça chave para a progressão da 
disfunção endotelial na diabetes. 
1.3.1.4 Espécies reativas do oxigênio e estresse oxidativo 
O estresse oxidativo está aumentado na diabetes e apresenta-se como a 
base para suas complicações vasculares (AVOGARO, DE KREUTZENBERG & 
FADINI, 2008).  É causado pelo desequilíbrio entre os sistemas que produzem 
oxidantes e os mecanismos de defesa antioxidantes, levando ao aumento da 
produção de EROs somado a uma redução da ação protetora de antioxidantes e 
incapacidade de reparação dos efeitos produzidos pelas EROs (VAN DER REE et 
al., 2001). 
As EROs nada mais são do que átomos ou moléculas que apresentam 
elétrons desemparelhados, também conhecidas como radicais livres, sendo 
potencialmente reativas com moléculas biológicas capazes de causar oxidação. Elas 
apresentam várias fontes endógenas como a mitocôndria (a principal geradora de 
EROs) (LEE & WEI, 2007), o citocromo P-450, o mecanismo de defesa dos fagócitos 
que produzem radical superóxido, a xantina oxidase, mieloperoxidases, COX, 
lipooxigenases, NOS e enzimas da família da Nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato oxidases (NADPH oxidases ) (MUELLER et al., 2005; BEDARD & KRAUSE, 
2007; KOH, Oh,  et al., 2009; WESELER & BAST, 2010). 
Em condição fisiológica normal, células vasculares são capazes de produzir 
uma pequena quantidade de EROs, sendo constantemente destruídas pelo próprio 
sistema endógeno. Com isso, o corpo se mantém em equilíbrio constante através da 
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geração (sistema oxidante) e destruição (sistema anti-oxidante) de EROs. Quando 
há um desequilíbrio, o aumento da geração de EROs pode ativar vias de sinalização 
intracelulares que provocam a proliferação celular, remodelamento vascular, 
desenvolvimento de processo inflamatório e alteração no tônus vascular (SZASZ et 
al., 2007; WESELER & BAST, 2010; ZINKEVICH & GUTTERMAN, 2011). 
No sistema vascular, o ânion superóxido assume destacada relevância entre 
as EROs, sendo formado pela redução univalente do oxigênio, que é mediada por 
enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases, além de ser produzida pelo 
desacoplamento da eNOS (WESELER & BAST, 2010; FÖRSTERMANN & SESSA 
2012). 
Após sua formação, o ânion superóxido, além de exercer seus efeitos em 
diferentes vasos sanguíneos e órgãos, pode dar origem a outras EROs.  Talvez por 
isso é considerado um dos mais importantes EROs. O ânion superóxido reage com 
o NO, inativando-o e originando o peróxido de nitrito (ONOO-). Por outro lado, 
através da ação da superóxido desmutase (SOD), o ânion superóxido é dismutado 
em peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual pode ser convertido em água por ação da 
glutationa peroxidase ou da catalase. 
Destaca-se também o H2O2, o qual apresenta grande participação na 
função vascular, pois ele regula vias de sinalização que levam à contração e ao 
crescimento do músculo liso vascular, migração e inflamação (Dröge et al, 2002). No 
entanto, o H2O2 também foi descrito como um vasodilatador, a depender de sua 
concentração (FÉLETOU & VANHOUT, 2006). O H2O2 também pode ser 
metabolizado pela mieloperoxidase e formar o ácido hipocloroso (HOCl) ou também 
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reagir com metais de transição e dar origem ao radical hidroxila (GRIEDLING, 
SORESCU & USHIO-FUKAI, 2000; SZOCS et al., 2002). A catalase, importante 
antioxidante intracelular, é mais efetiva quando o estresse oxidativo está em altos 
níveis e participa da reação que transforma o H2O2 em H2O e O2 (CAI, 2005; 
SINDHU et al., 2005; GONGORA et al., 2006). 
O complexo da NADPH oxidase, uma das principais fontes geradoras de 
ânion superóxido a nível vascular, é um heterodímero constituído por diferentes 
subunidades: gp91phox, p22phox, p47phox, p67phox, p40phox e rac2 
(DRUMMOND et al., 2011). A gp91phox, também conhecida como NOX 
(Nonphagocytic NADPH oxidase), apresenta subunidades homólogas que são 
NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2 presentes em vários tecidos 
e diretamente ligadas a funções biológicas como a de defesa e de crescimento 
celular (DRUMMOND et al., 2011).  Suas isoformas variam de acordo com a 
localização e dependendo do tipo de célula presente. Por exemplo, as células 
endoteliais expressam NOX1, NOX2, NOX4 e NOX5 (DRUMMOND et al., 2011). 
Quando se trata de endotélio vascular, os principais componentes do 
complexo enzimático NADPH oxidase, são a NOX1 e NOX4. Diante disto, o 
aumento da expressão dessas isoformas está sendo diretamente relacionadas a 
várias doenças cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertensão, diabetes, 
isquemia / reperfusão ou aneurismas da aorta abdominal (DRUMMOND & SOBEY, 
2014). Isso nos leva a correlacionar processos como estresse oxidativo, inflamação 
vascular, disfunção endotelial e remodelamento vascular, que são consideradas 
causadoras de diversas patologias cardiovasculares, com um aumento de EROs 
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provenientes de NAPDH oxidase (DRUMMOND et al., 2011; MONTEZANO & 
TOUYZ, 2014). 
Em relação a oxido nítrico sintase (NOS), as três isoformas podem promover 
a formação de O2•-, se estiverem desacopladas. No caso da endotelial, seu 
desacoplamento é causado pela ausência dos co-fatores L-arginina e BH4 
(FÖRSTERMANN & SESSA, 2012). 
Porém, como a tendência do sistema fisiológico é manter o equilíbrio, 
existem também os agentes antioxidantes presentes no corpo humano: seriam a 
SOD, a catalase e a glutationa peroxidase que atuam contrapondo a ação das EROs 
(SENA, PEREIRA, et al., 2013). Cada uma agindo de acordo com suas 
particularidades, todas têm o objetivo de diminuir a agressão desses radicais livres. 
Portanto a SOD, que apresenta diferentes isoformas como a SOD cobre/zinco (SOD-
Cu/Zn; SOD1), SOD mitocondrial (SOD-Mn; SOD2) e a SOD extracelular (SOD-EC; 
SOD3), atua catalisando a reação que transforma duas moléculas de ânion 
superóxido em H2O2 e oxigênio (SENA, PEREIRA, et al., 2013). Outra enzima 
conhecida é a catalase, um dos mais importantes antioxidantes intracelulares. 
Altamente eficiente esta localizada principalmente em peroxissomas, mas também 
atua no citosol e catalisa a conversão de H2O2 em agua e em seguida dismutando 
ânion superoxido pela SOD (SINDHU et al., 2005; SENA, PEREIRA, et al., 2013). 
Tanto a hiperglicemia aguda como a crônica estão associadas com a 
disfunção endotelial. Os efeitos deletérios da sobrecarga de açúcar na diabetes tipo 
2 são frequentemente amplificados e associados à resistência à insulina, incluindo 
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hiperlipidemia e hipertensão. A ativação de NADPH oxidase está implicada no 
estresse oxidativo associada com hiperglicemia (COHEN & TONG, 2010).  
O sistema renina-angiotensina é ativado na diabetes, possivelmente pela 
NADPH oxidase. A angiotensina II atua através do receptor AT1 para inibir muitas 
das ações da insulina na vasculatura, incluindo a vasodilatação. O aumento de 
receptores e ativação de AT1 / NADPH oxidase parece contribuir para a resistência 





1.4 DISFUNÇÃO ENDOTELIAL 
Como já descrito, o endotélio é um tecido ativo com funções fisiológicas 
importantes principalmente na manutenção do equilíbrio hemodinâmico e 
hemostático. Qualquer desempenho contrário de suas funções é considerado como 
disfunção endotelial, caracterizando a incapacidade das células endoteliais 
conduzirem a vasodilatação adequada quando estimuladas (DAVEL et al., 2011). 
Essa disfunção pode ser devido a vários fatores como a provocada por estresse 
bioquímico ou físico, ou um desequilíbrio entre a liberação de vasodilatadores e 
vasoconstrictores, ou por um aumento da proliferação das células musculares lisas e 
até mesmo por aumento do estado pró-inflamatório e pró-trombótico no vaso 
sanguíneo (VERSARI et al., 2009). A disfunção endotelial é considerada o primeiro 
passo na progressão da aterosclerose e doenças cardiovasculares (POTENZA, 
ADDABBO et al., 2009). O endotélio perde seu equilibrio fisiológico desenvolvendo-
se um estado de vasoconstrição, inflamação, coagulação, trombose e proliferação 
(POTENZA, ADDABBO et al., 2009; VAN DER REE et al., 2001).  
O principal marcador da disfunção endotelial é a diminuição da 
biodisponibilidade de NO, devido a uma redução da sua produção e/ou a uma perda 
da sua atividade biológica (VAN DER REE et al., 2001), e isso pode ser observado 
pela diminuição da expressão da eNOS, da reduzida quantidade de co-fatores e 
substratos para a eNOS, pelos danos na ativação da eNOS e pelo consumo de NO 
pelas EROs (POTENZA, ADDABBO et al., 2009). 
De fato, um mecanismo que influencia bastante as enfermidades é a reação 
do ânion superóxido com o NO, o que leva à diminuição da biodisponibilidade do 
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NO, e como uma cascata de reações, diminuem seus efeitos vasodilatadores e 
antiinflamatórios; além de aumentar a formação de peroxinitrito, gerando cada vez 
mais o estresse oxidativo (Wallace et al., 2010). Além disso, o ânion superóxido 
também contribui para o processo inflamatório, participando do aumento da 
expressão de COX-2, presente na diabetes (SHI & VANHOUTTE, 2009). Cabe 
ressaltar que o aumento nos níveis de EROs em pacientes diabéticos é a principal 
causa de complicações vasculares associadas a esta patologia (SHI & 
VANHOUTTE, 2009). 
A fonte de radicais livres derivadas de oxigênio na diabetes ainda não é bem 
estabelecida, mas alguns pesquisadores sugerem que a hiperglicemia não só é 
capaz de aumentar a liberação de ácido araquidônico pelas células vasculares, mas 
também que o metabolismo deste, via da COX, possa ser uma importante fonte 
geradora de EROs (TESFAMARIAM et al., 1990; MULLARKEY, EDELSTEIN et al., 
1990). Portanto a diabetes é capaz de aumentar seletivamente a expressão de 
COX-2 sem afetar os níveis de COX-1, e dessa forma gera um aumento da liberação 
de prostanóides vasoconstritores (BAGI et al., 2006). O mecanismo pelo qual a 
COX-2 se apresenta super expressa na parede vascular não é claro, entretanto 
acredita-se que é devido as EROs ativar as vias de transdução de sinal redox-
sensíveis e específicos eventos reguladores da transcrição (BAGI et al., 2006). Um 
estudo mostrou também que em coronária de cães diabéticos, o acido araquidônico 
exógeno induziu a contração pela via do TXA2, o que em artérias de animais controle 
provocou relaxamento mediado por PGL2 (DAVEL et al., 2011). 
Além de aumentar a produção de ânion superóxido, o endotélio de um 
paciente diabético também produz altos níveis de H2O2 levando consequentemente 
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a uma maior produção intracelular de radical hidroxila induzindo a disfunção 
endotelial (HADI, SUWAIDI, 2007).  Isso ocorre porque a hiperglicemia provoca dano 
na parede vascular por mecanismos diversos como: aumento do fluxo de glicose e 
outros açúcares através da via do poliol; aumento da formação intracelular de 
avançados produtos finais da glicação; ativação de proteína quinase C (PKC) e a 
ativação da via de hexosamina (SENA, PEREIRA et al., 2013). Os efeitos globais 
destes mecanismos são aumento do estresse oxidativo, apoptose e aumento da 
permeabilidade vascular. Essa quantidade de EROs que se encontra aumentada na 
diabetes, promove uma reação direta entre NO e o ânion superóxido (HADI, 
SUWAIDI, 2007). 
Em situação de hiperglicemia, a atividade da enzima conversora de 
angiotensina se encontra aumentada. Consequentemente, a angiotensina II exerce 
efeitos nas células musculares lisas por estimular a contração, o crescimento, a 
proliferação e a diferenciação. Além de se responsabilizar pela migração de 
monócitos e estimulação da produção de ICAM, VCAM e LAM (VAN DER REE et al, 
2001), atuam no aumento da expressão da proteína de quimioatração de monócitos 
1 responsável por promover o movimento de monócitos para a parede dos vasos 
sanguíneos, estimulando a agregação plaquetária e também ativando a NADPH 
oxidase, enzima responsável pela produção de ânion superóxido (HSUEH & 
QUIÑONES, 2003). 
Conforme descrito até o momento, a diabetes cursa com o aumento da 
geração de prostanóides constritores e estresse oxidativo, o que propicia injúria 
vascular e formação de aterosclerose. Ao mesmo tempo, já é reportado que a 
atorvastatina inibe a NADPH oxidase, uma das maiores fontes geradoras de ânion 
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superóxido em vasos sanguíneos e que possui relação direta com a atividade da 
COX-2 (DE BATISTA et al., 2014). Portanto, nossa hipótese é que o tratamento 
crônico com a dose máxima de atorvastatina irá melhorar a reatividade vascular à 
fenilefrina em aorta isolada de ratos diabéticos, provavelmente por interferir no 











2.1 OBJETIVO GERAL 
Investigar efeitos pleiotrópicos de estatina (atorvastatina) na dose de 80 mg / kg 
em um tratamento crônico, promove efeito pleiotrópico positivo sobre a função 
vascular em vaso de condutância em ratos diabéticos. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Avaliar a reatividade vascular à fenilefrina, em aortas de ratos diabéticos e 
controle, e avaliar o tratamento com 80 mg/kg/dia de atorvastatina por 30 dias 
nestas respostas  
 Investigar a influência do endotélio e do NO sobre o efeito contrátil induzido 
pela fenilefrina em aortas de ratos diabéticos e controle tratados ou não com 
atorvastatina. 
 Investigar a participação de prostanóides vasoconstritores no efeito induzido 
pela fenilefrina. 
 Verificar se a expressão vascular da COX-2 está alterada no modelo de DM e 
se a atorvastatina pode influenciar no processo. 
   Comparar o efeito da atorvastatina na profução de EROs e sobre a função 
vascular de ratos diabéticos e controle. 
 Verificar se a expressão vascular do NOX1 está alterada no modelo de DM e 














3.1  CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
Os protocolos experimentais realizados receberam autorização da Comissão 
de Ética em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espírito Santo 
(UFES), conforme o protocolo nº 017/2012. Todos os procedimentos experimentais 
foram realizados em conformidade com os princípios éticos para experimentação 
animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Biologia Experimental e pelo Colégio 




3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), com idade 
aproximada de 10 a 12 semanas, pesando entre 220 – 250 gramas. Estes animais 
foram fornecidos pelo biotério do Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Fisiológicas (PPGCF) da UFES (Vitória, Brasil). Os animais foram mantidos em 
gaiolas com temperatura e umidade constantes, além de ciclo claro-escuro de 12 / 
12 horas, com livre acesso a ração e água. 
3.2.1 Obtenção do modelo experimental de diabetes 
Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos 
experimentais: um grupo diabético (Db), cujos experimentos foram realizados após 
quatro semanas de diabetes estabelecida, um grupo diabético tratado com 
atorvastatina (Db+At), um grupo não diabético (Ct) e um grupo não diabético tratado 
com atorvastatina (Ct+At). O tratamento foi realizado pela técnica de gavagem, onde 
os animais tratados receberam por quatro semanas uma dose diária de 80 mg/kg de 
atorvastatina diluída no veículo carboximetilcelulose (0,5%), e os grupos não 
tratados receberam diariamente somente o veículo, carboximetilcelulose (0,5%). 
O DM do tipo 1 foi induzido através de injeção única de estreptozotocina, 50 
mg/kg, i.v. dissolvida em 0,2 ml de solução tampão citrato 0,1 M (pH 4,5), enquanto 
que os animais controles receberam igual volume apenas de solução tampão citrato. 
A solução com estreptozotocina, assim como a solução tampão citrato foram 
aplicadas através da veia peniana, para este procedimento os ratos foram 
anestesiados com cetamina/xilazina (Xavier, et al., 2003). 
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3.2.2 Concentração de glicose sanguínea 
Os níveis de glicose no sangue foram mensurados usando um hemoglicoteste 
(ACCU-CHEK®Active analyzer, Roche, Mannheim, Germany) antes e após a injeção 
de estreptozotocina ou tampão citrato. Aqueles animais que recebiam a injeção de 
estreptozotocina e que apresentavam um nível de glicose no sangue superior a 250 
mg / dl foram considerados hiperglicêmicos, caracterizando  um modelo de DM tipo 
1, largamente utilizada para investigações desta doença devido às semelhanças 
fisiopatológicas da doença de origem imunológica que apresenta uma deficiência na 
produção de insulina causada por uma diminuição da quantidade de células beta 
presentes nas ilhotas de Langehans no pâncreas (MARCHAND, ARANY et al, 
2010). 
Ao final do tratamento, desses animais de aproximadamente dezesseis 
semanas de idade, foram obtidos segmentos de aorta torácica para medidas não só 
bioquímicas como também foram usados para identificação de ERO através da 
técnica de imunofluorescência. De acordo com a sequência de experimentos, foi 
pesquisado se o tratamento com altas doses de atorvastatina influencia de alguma 
forma as alterações vasculares funcionais associadas a esse processo patológico. 
Para isto, foram obtidos anéis de aorta torácica destes animais com o objetivo de 
avaliar a reatividade vascular através de experimentos in vitro. 




Figura 1 – Esquema representativo dos grupos de animais utilizados no 
presente estudo e dos respectivos protocolos experimentais 
desenvolvidos, na sequência em que foram analisados 
 
Experimentos com animais dos grupos Wistar controle (Ct) (n = 8), Controle 
tratado com atorvastatina (Ct+At) (n = 16), diabéticos (Db) (n= 23) e diabéticos 
tratados com atorvastatina (Db+At) (n = 7). 
O índice de mortalidade ao aplicar a estreptozotocina nos ratos wistar  foram 
minimizados ao introduzir agua com açúcar nos primeiros 3 dias após a indução.   
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3.3 MEDIDA DO PESO CORPORAL 
A medida do peso corporal dos ratos dos grupos controle, diabético, controle 
tratado com atorvastatina e diabético tratado com atorvastatina foi realizada 
semanalmente. Estas avaliações ocorreram no mesmo horário, com os mesmos 
equipamentos e dirigido sempre pela mesma pessoa, com intuito de diminuir vieses.  
Com estas informações, foi possível avaliar não só o efeito da doença instalada no 




3.4 MEDIDA DA GLICEMIA 
Foram medidas a glicemia capilar dos ratos do grupo controle, diabético, 
controle tratado com atorvastatina e diabético tratado com atorvastatina 
semanalmente. Este processo ocorreu sempre pelas manhãs, no mesmo horário, 
com os mesmos equipamentos e pela mesma pessoa, com intuito de diminuir 
vieses. Os ratos eram mantidos em jejum de doze horas e então era realizada a 
medida da glicose usando um hemoglicoteste (ACCU-CHEK®Active analyzer, 
Roche, Mannheim, Germany). Através deste procedimento e com estas informações, 
foi possível avaliar não só o efeito da doença instalada no animal, mas também o 
efeito do tratamento farmacológico. 
3.4.1 Teste de sensibilidade à insulina 
O teste de sensibilidade à insulina foi realizado ao final de 4 semanas de 
tratamento, dois dias antes de serem sacrificados. Neste experimento os ratos se 
apresentavam sem estarem em condição de jejum. Foi então administrada uma 
injeção intraperitoneal de insulina 0,75 L / kg (Sigma, St. Louis, MO) nos ratos e em 
seguida, amostras de sangue da veia caudal foram obtidas nos tempos: 0, 30, 60, 90 
e 120 minutos. Para a aferição dos valores de glicemia, foi utilizado um glicosímetro 
(ACCU-CHEK®Active analyzer, Roche, Mannheim, Germany) 
3.4.2 Teste de tolerância à glicose 
O teste de tolerância a glicose foi realizado ao final das quatro semanas de 
tratamento; para este experimento, os animais ficam em jejum de 12 horas.  O teste 
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consistiu na aferição das variações na glicemia após administração de glicose (2 
mg/Kg) por via intraperitoneal, nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos após a 
administração (BERTULOSO et al., 2015). Para a aferição dos valores de glicemia, 





3.5 REATIVIDADE VASCULAR 
Após a realização das medidas descritas acima, os animais dos grupos Ct, 
Ct+At, Db e Db+At tiveram sua função vascular investigada através de estudos de 
reatividade vascular in vitro com segmentos de aorta em preparação de banho de 
órgãos (NIELSEN & OWMAN, 1971; MARÍN, SÁNCHEZ-FERRER et al., 1988). A 
finalidade desses estudos foi não só avaliar se o tratamento com atorvastatina 
influenciou a reatividade vascular, como também conhecer possíveis fatores 
vasoativos envolvidos. 
Os ratos, então foram anestesiados, sacrificados por decapitação seguida de 
exsanguinação, utilizando toda e possível forma para minimizar o sofrimento dos 
animais em experimentação. O toráx foi aberto, e a aorta torácica foi 
cuidadosamente removida com auxílio de pinças e tesoura, posteriormente foi 
colocada em uma placa de Petri com solução refrigerada (4ºC) de Krebs-Henseleit: 
115 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSO4.7H2O, 2,5 mM 
CaCl2.2H2O, 1,2 mM KH2PO4, 11,1 mM glicose e 0,01 mM Na2EDTA). A aorta foi, 
então, manipulada delicadamente com as pinças para retirada do tecido conectivo e 
adiposo e em sequencia, foi cortado um número de seis segmentos cilíndricos de 3 
a 4 mm de comprimento (Figura 2). Durante todo este processo, a aorta e seus 




Figura 2 – Aorta torácica, de um rato Wistar, imersa em solução refrigerada de 
Krebs-Henseleit, após a remoção do tecido conectivo e adiposo. Na imagem, a 
aorta esta sendo dividida em segmentos cilíndricos de 3 a 4 mm. (Adaptado de 
Angeli, 2013). 
Em continuidade, os segmentos foram posicionados no aparato experimental, 
como demostrado esquematicamente na  
Figura 3. Cada anel de artéria foi então colocado dentro de cubas contendo 
um volume padronizado de 5 mL de solução de Krebs-Henseleit que se mantém 
continuamente gaseificada com uma mistura carbogênica (95 % de O2 e 5 % de 
CO2), de pH em torno de 7,4, e aquecida a 36 ± 0,5 ºC por um sistema de Banho 
Maria circulante com termostato. 
O objetivo deste experimento foi avaliar a força desenvolvida pelo vaso. Nesta 
preparação, dois fios de aço inoxidável, em formato de triângulos, são passados 
através do lúmen dos anéis da aorta, mantendo os fios paralelos enquanto os anéis 
são tensionados. Um dos triângulos se liga a haste fixa da preparação, que por sua 
vez se mantém presa ao fundo da cuba, e o outro triângulo fica preso numa haste 
móvel, ligada ao transdutor de força isométrica (TSD 125 C BIOPAC Systems, Inc., 
Califórnia, EUA) ligado ao sistema de aquisição de dados biológicos (MP100 
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BIOPAC Systems, Inc., Califórnia, EUA) e que por sua vez transmitiu ao computador 
que estava conectado ( 
Figura  4). 
transdutor de força
amplificador
cuba de vidro 
aquecida por 
banho-maria














Figura 3 – Esquema representativo da preparação experimental dos anéis de 
aorta em banho de órgãos para a realização de estudos de reatividade vascular 
in vitro (adaptado de Batista, 2014). 
 
O anel de aorta é conectado à preparação através de dois triângulos de aço 
inoxidável, fixos acima e abaixo por hastes, móvel e fixa, respectivamente. O 
transdutor de força detecta as variações mecânicas na resposta vascular, e 
traduzem ao sistema de aquisição de dados biológicos seguidos da transferência 
para o computador e então, registrado. 
Após os anéis de aorta serem montados no sistema, estes se mantiveram a 
uma força de repouso de 1 grama-força durante 45 minutos, chamado período de 
estabilização. Este valor foi adotado neste estudo como a forma representativa da 
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força gerada pelos anéis de aorta. O equivalente no Sistema Internacional (SI) para 
essa força basal do anel em repouso é de 0,015 N. 
3.5.1  Avaliação da integridade do músculo liso vascular 
Seguindo o período de estabilização ( 
Figura 4 A), foi adicionado cloreto de potássio (KCl) ao banho numa 
concentração final de 75 mM, com o intuito de estimular a atividade contrátil induzida 
por despolarização ( 
Figura 4 B). Após obter a reação contrátil esperada, os anéis de aorta foram 
lavados ( 
Figura 4 C) por aproximadamente três vezes com solução de Krebs-
Henseleit para retornarem a tensão basal também chamada de tensão de repouso, 
seguida por um novo intervalo de 30 minutos para novamente levar a estabilização 
do sistema ( 
Figura 4 D). Uma nova dose de KCl (75 mM) foi então adicionada ao banho 
( 
Figura 4 E) desta vez com o objetivo de adquirir uma contração máxima do 
músculo liso vascular ( 
Figura 4 F), que foi mensurada após 30 minutos de incubação, tempo 
suficiente para atingir um platô no registro desta contração. Quando a variação entre 
o basal e o valor máximo de contração chegou a, pelo menos, um grama de força, 
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os anéis de aorta de todos os grupos eram considerados íntegros. Após este platô, 
novamente os anéis foram lavados por mais três vezes seguidas ( 
Figura 4 G) para que retornassem à tensão de repouso e, novamente se 
esperou 30 minutos estabilizando o sistema ( 
Figura 4 H), após este processo os anéis seguiram para uma avaliação da 
integridade funcional do endotélio. 
3.5.2  Avaliação da integridade funcional do endotélio 
A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzida por 
acetilcolina. Para isso, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 1 µM de 
fenilefrina ( 
Figura 4 I e  
Figura 4 J). Uma vez, obtido o platô, foi adicionado 10 µM de acetilcolina ( 
Figura 4 K). A integridade funcional do endotélio foi considerada apenas nos 
anéis em que a acetilcolina foi capaz de induzir relaxamento igual ou superior a 85 
% nos ratos Wistar controles e diabéticos tratados ou não em relação à contração 
















Figura 4 – Registro com curvas representativas dos testes de viabilidade do 
músculo liso vascular com KCl e de integridade funcional do endotélio 
(adaptado de Dias, 2011). Teste da viabilidade do músculo liso vascular com KCl: 
A) Período de estabilização inicial B) Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem 
dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período de estabilização; E) Adição de 
KCl (75 mM) ao banho; F) Contração induzida pelo KCl (75 mM); G) Lavagem dos 
anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de estabilização. Teste para 
avaliação da integridade funcional do endotélio: I) Contração com fenilefrina (1 µM); 
J) Platô induzida pela fenilefrina; K) Adição de acetilcolina (10 µM). O tempo foi 
registrado em minutos, representado no eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a 
força registrada em gramas (g), observada no eixo vertical. 
 
3.5.3 Avaliação do tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e não 
diabéticos sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina 
Após a avaliação da integridade muscular lisa e endotelial, os diferentes anéis 
de aorta seguiram protocolos diferentes, embora simultaneamente. Neste caso, os 
anéis foram lavados três vezes e passaram por um período de estabilização de 30 
minutos de duração, mantendo a tensão basal. Para investigar o efeito do 
tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e não diabéticos sobre a resposta 
vasoconstritora à fenilefrina, foram realizadas curvas concentração-resposta a este 
agonista alfa-adrenérgico, na concentração de 0,1 nM a 0,3 mM, ao final foram 
totalizadas 14 distintas concentrações adicionadas em ordem crescente e 
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sequencialmente ao banho (Figura 6 A). O efeito desta concentração crescente de 
fenilefrina foi normalizado em todos os grupos em função da resposta contrátil 
máxima induzida pelo KCl (75 mM), que foi considerada 100 % da resposta contrátil. 
3.5.4 Estudo da modulação endotelial sobre a resposta vasoconstritora à 
fenilefrina 
O efeito do tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e não diabéticos 
na participação do endotélio sobre a resposta contrátil à fenilefrina foi investigado 
após a remoção mecânica deste componente vascular. Esta remoção foi realizada 
antes de os anéis de aorta serem fixados ao aparato experimental, visto que esta 
remoção mecânica do endotélio foi realizada por uma leve fricção na parede interna 
do anel de aorta utilizando um fio polido e rígido de aço inoxidável. Para confirmar a 
ausência do endotélio, foi avaliada a incapacidade de relaxamento dos anéis de 
aorta incubados com 10 µM de acetilcolina após contração prévia com 1 µM de 
fenilefrina. É considerada incapacidade de relaxamento quando este é inferior a 10 
%, cálculo realizado em relação a resposta máxima de contração à fenilefrina, assim 
como descrito anteriormente. 
Sendo assim, curvas concentração-resposta à fenilefrina foram realizadas em 
segmentos de aorta com os chamados, endotélio íntegro (E+) e sem endotélio (E-), 




3.5.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento de 
atorvastatina em ratos diabéticos e não diabéticos sobre a resposta à 
fenilefrina na aorta  
Os protocolos de reatividade vascular, deste momento em diante do 
experimento, foram igualmente realizados para todos os quatro grupos de 
tratamento.  Portanto, seguindo o teste do endotélio e  posteriormente a 
estabilização da preparação por um tempo de  30 minutos, o fármaco a ser estudado 
foi incubado por mais trinta minutos, e ao final deste período foi realizada a curva 
concentração-resposta à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M). 
3.5.6 Influência do tratamento de atorvastatina em ratos diabéticos e não 
diabéticos na via do óxido nítrico 
Com o objetivo de estudar a participação do NO na resposta contrátil à 
fenilefrina, o anel de aorta foi incubado com um inibidor não-seletivo da enzima 
NOS, o N G -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 µM). 
3.5.7 Envolvimento de radicais livres no tratamento de atorvastatina em 
ratos diabéticos e não diabéticos  
Para verificar o envolvimento de EROs nos ratos diabéticos ou não tratados 
com atorvastatina, na resposta contrátil à fenilefrina foi utilizado a apocinina (APO, 
100 µM), um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, ou seja, na presença de 
antioxidantes, inibindo uma das principais enzimas formadoras de radicais livres, 
possibilitando avaliar se o tratamento melhora a disfunção endotelial através da 
modulação da produção de EROs. 
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3.5.8   Envolvimento dos prostanóides derivados do ácido araquidônico 
sobre o tratamento de atorvastatina em ratos diabéticos e não 
diabéticos  
Com o objetivo de estudar a influência dos prostanóides da via da COX na 
vasoconstrição induzida pela fenilefrina, foram utilizados os seguintes fármacos: 
Indometacina (10 μM), um inibidor não específico da COX e o NS 398 (1 μM), 




3.6 IMUNOFLUORESCÊNCIA PRODUZIDA PELA OXIDAÇÃO DO 
DIHIDROETÍDIO (DHE) 
A técnica utilizada para verificar o efeito do tratamento com atorvastatina na 
diabetes sobre a produção in situ de anion superóxido, foi a fluorescência produzida 
pela oxidação do dihidroetídeo (DHE), os procedimentos seguiram conforme 
previamente descrito (NUNES et al., 2014). 
O DHE é um derivado do etídio, que em contato com ânion superóxido, 
oxida-se e então liga-se ao DNA das células emitindo fluorescência vermelha. Este 
método permite analisar a produção “in situ” de anion O2 nos segmentos arteriais. 
Para isto, os segmentos de aorta foram retirados dos animais, em seguida, foram 
limpos e colocados em uma solução de Krebs-HEPES contendo 30 % de sacarose 
permanecendo ali por pelo menos uma hora em um tubo de eppendorf. 
Posteriormente, os seguimentos foram adequadamente posicionados dentro 
de um blister, onde submergidos em meio de congelamento de tecidos para 
criostomia Optimum cutting temperature (OCT) Tissue-Tek (Sakura, Finetek Europe, 
Flemingweg, Holanda) permaneceram congelados e mantidos a -80°C até o dia do 
experimento. 
Utilizando um criostato, os segmentos de aorta foram cortados em anéis 
com 10 µm de espessura e posicionados em lâminas previamente gelatinadas. 
Passado um período de 60 a 90 minutos numa temperatura de 37o C, as seções 
transversais da aorta foram bloqueadas durante um período de duas horas, com 
uma combinação de soluções contendo PBS, 5 % de albumina de soro bovino 
(Bovine Serum Albumin, BSA), com o objetivo de lavar e bloquear uniões 
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inespecíficas do anticorpo, e 0,3 % de detergente polioxietileno sorbitano 20 (Tween 
20), para evitar a perda dos segmentos de aorta e para permeabilizar o tecido 
aumentando a entrada do anticorpo ao local especifico. 
Após este procedimento, as lâminas contendo os cortes foram lavadas e 
posteriormente incubadas com Krebs HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de 
CaCl2, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de KCl, 4,9 mg de MgCl2, 197,8 mg de HEPES e 
198,2 de glicose) por 30 minutos em uma câmara úmida à 37° C. Decorridos os 30 
minutos, o Krebs foi escorrido e o excesso foi seco. O próximo passo, foi a 
incubação com DHE 2 µm por duas horas na estufa com câmara fechada a 37° C. A 
luminescência emitida foi visualizada com microscópio fluorescência invertido 
(NIKON Eclipse Ti-S, x20 objective) e câmara fotográfica (NIKON digital sigth DS-
U2) com filtro de fluorescência para DHE. O etídeo unido ao núcleo das células foi 
visualizado com λexc= 546 nm e detectado com λem= 610 nm. As imagens foram 




3.7 ESTUDO DA EXPRESSÃO PROTÉICA  
3.7.1 Western Blot para detecção da isoforma COX-2 e da isoforma NOX1 
da NADPH oxidase em aorta de ratos 
A técnica de Western Blot (TOWBIN, STAEHELIN et al., 1979) foi utilizada 
para determinar a influência do tratamento por quatro semanas de atorvastatina 
sobre a expressão protéica no âmbito vascular da enzima COX-2 e da isoforma 
NOX1 da NADPH em segmentos de aorta torácica de ratos dos grupos controle e 
diabéticos. A expressão protéica foi realizada em condições basais (segmentos 
retirados logo após o animal ser sacrificado).  
3.7.2 Preparação do tecido e quantificação das proteínas 
As amostras foram preparadas utilizando segmentos de aorta torácica de 
todos os grupos. Os anéis de aorta foram congelados com nitrogênio líquido e 
mantidos a -80°C até o momento de serem utilizados. Com auxílio do 
homogeneizador (Marconi, MA102/MINI, Brasil), as amostras teciduais foram 
homogeneizados em microtubos contendo solução de Tris HCl 50 mM, NaCl 0,9 M, 
pH:7,4, em banho de gelo. 
Depois de homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-
Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha) durante 10 minutos, em 6.000 rpm a 4°C e, 
em seguida, o sobrenadante foi retirado. Em uma pequena amostra do 
sobrenadante, foi realizada a quantificação protéica (Fotômetro Bioquímica, Bio 
2000, Brasil) de acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Com o valor 
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quantificado, foi calculado o volume necessário para uma carga de 40-60 µg de 
proteína, sendo este volume de amostra misturada em partes iguais, com solução 
tampão de homogeneização. Por último, alíquotas do homogeneizados foram 
diluídas em solução de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 µM de 
ditiodiol, 0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%).  
3.7.3 Eletroforese e transferência das amostras  
As amostras agora diluídas em solução de Laemmli, foram carregadas em 
géis de SDS-poliacrilamida 7,5% e 10% para COX-2 e NOX1 (1,5 M Tris Hcl pH: 8.8, 
acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos 
em um tampão para eletroforese (25mM de Tris HCl, 190 mM de glicina e 0,1% de 
SDS) e submetidas a uma corrente constante de 80V por aproximadamente 2 horas 
e 30 minutos (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura). 
Ao final da eletroforese, foi feita a transferência elétrica das proteínas para 
uma membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK) previamente ativada por metanol 
durante 20 segundos. Para realizar a transferência o gel, a membrana e o papel 
Whatman foram montados em um sistema de sanduíche e banhados por uma 
solução tampão de transferência (Tris 88 Materiais e métodos 25mM, glicina 190mM, 
SDS 0.1% e Metanol 20%) à temperatura ambiente usando um “semi-dry” (Trans-
Blot SD Cell Bio-Rad, USA) com uma corrente de 25 V por 1 hora.  
3.7.4 Incubação com anticorpos  
Ao final da transferência, as membranas foram incubadas por 2 horas, à 
temperatura ambiente, com solução de bloqueio (leite desnatado 5%, Tris HCl 10 
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mM, NaCl 100mM e Tween 20 à 0,1%, pH 7,5) para evitar a união não-específica 
com reativos não imunológicos. Sequencialmente, as membranas foram incubadas 
durante a noite à 4º C, sob agitação, em solução à 5% de albumina com tampão 
TBS-T (Tris HCl 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 à 0,1%, pH 7,5) adicionados aos 
anticorpos primários para COX-2 (1:200; anticorpo monoclonal de coelho; Cayman 
Chemical, Ann Arbor, Mi, USA), e para  NOX1 (gp22phox, 1:500; anticorpo 
monoclonal de coelho; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), em um segundo 
momento a mesma membrana foi utilizada para incubar com  α-actina (1:5000; 
anticorpo monoclonal; Sigma Chemical, CO, St. Louis, USA). 
Depois deste momento, as membranas foram lavadas, através de agitação, 
com solução TBS-T durante 30 minutos para remoção do excesso do anticorpo 
primário, sendo trocada a solução de TBS-T a cada 5 minutos. Posteriormente as 
membranas foram incubadas por 1 hora com o correspondente anticorpo secundário 
conjugado com peroxidase de rabanete: anticorpo IgG anti-coelho (1:5000). 
3.7.5 Detecção das proteínas  
As proteínas correspondentes a COX-2, NOX1 e α-actina foram detectadas 
por uma reação de quimioluminescência por meio da exposição da membrana, 
durante 5 minutos, a um sistema de detecção (ELC 89 Materiais e métodos Plus, 
AmershamTM GE Healthcare, UK). Em seguida, as membranas eram colocadas em 
contato com filme fotográfico (Hyperfilm, Amersham TM, UK), sendo as bandas 
impregnadas e posteriormente reveladas. 
Os dados de expressão proteica das proteínas COX-2 e NOX1 foram 
expressos como razão da expressão proteica da α-actina, usadas como controle de 
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carga. A análise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das 
proteínas, para isto, os filmes com as bandas protéicas impregnadas foram 




3.8 EXPRESSÃO DOS RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Para análise dos dados e aplicação dos testes estatísticos foram utilizados 
os programas Microsoft Oficce Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad 
Prism Software 6.0 (San Diego, Califórnia, EUA). O software GraphPad Prism é 
configurado na língua inglesa, portanto, os valores decimais dos gráficos são 
delimitados por pontos, e não por vírgulas. 
Os resultados são expressos em média ± erro padrão da média (EPM) do 
número de animais usados em cada experimento (n). 
Em relação aos experimentos de reatividade vascular, foram calculados os 
valores de resposta máxima (Emax) e de pD2 (-log EC50) das curvas concentração-
resposta à fenilefrina através da análise de regressão não-linear de cada curva 
individualmente. 
Para variáveis de distribuição normal, as diferenças foram analisadas 
usando o teste t de Student pareado ou não pareado para comparação de duas 
médias. Para comparar três médias ou mais, foi utilizada a análise de variância 
(ANOVA) uma via para comparação entre os grupos tratados ou medidas repedidas. 
Quando o teste ANOVA detectava significância estatística, foi realizado o pós-teste 
(pos-hoc) de Tukey. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes 




3.9 FÁRMACOS, REAGENTES E ANTICORPOS 
 Atorvastatina cálcica: Morepen Laboratories 
 Acetilcolina, cloridrato: Sigma-Aldrich Co. 
 Acrilamida (N, N`-Metilenbisacrilamida 40 % Solução 37, 5:1): BioRad 
 Acido hidroxietilpiperazina etanosulfônico (HEPES) (Sigma) 
 Albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin, BSA): Sigma-Aldrich Co. 
 Anticorpo monoclonal produzido em coelho para anti-COX-2 (Cayman 
Chemical) 
 Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para α-actina (Sigma)  
 Anticorpo NOX1 
 Anticorpo secundário conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-coelho: 
BioRad 
 Anticorpo secundário conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-
camundongo: Stressgen Bioreagents Corporation 
 Apocinina: Fluka, Sigma-Aldrich Co. 





 CaCl2.2H2O (cloreto de cálcio dihidratado): Merck, Pancreac 
 Carbogênio (95 % de O2 e 5 % de CO2): White Martins, Praxair, Inc. 
 Ketamina 
 Dihidroetídio (DHE): Invitrogen-Molecular Probes Inc. 
 EDTA (ácido etilenodiamino tetraacético): Sigma-Aldrich Co. 
 Etanol (96 %): Merck & Co. 
 Estreptozotocina  
 Fenilefrina, hidrocloridrato: Sigma-Aldrich Co. 
 Glicerol: Sigma-Aldrich Co. 
 Glicina (ácido aminoacético): Sigma-Aldrich Co. 
 Glicogênio: Sigma-Aldrich Co. 
 Glicose: Merck & Co. 
 Indometacina (Sigma) 
 KCl (cloreto de potássio): Merck, Pancreac 
 KH2PO4 (fosfato monopotássico): Merck, Pancreac 
 Leite desnatado em pó: Nestlé 
 L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster), dicloridrato: Sigma- Aldrich Co. 
 Marcador de peso molecular 6 a 180 kDa: Nippon Genetics Europe 
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 Metanol: Sigma-Alcrich Co. 
 MgSO4.7H2O (sulfato de magnésio heptahidratado): Merck, Pancreac 
 Na2 EDTA (ácido etilenodiamino tetraacético, sal dissódico): Sigma-Aldrich 
Co.  
 NaCl (cloreto de sódio): Merck, Pancreac 
 NaHCO3 (bicarbonato de sódio): Merck, Pancreac 
 NS 398(N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil) metanosulfonamida) (Cayman 
Chemical) 
 octilfenoxipolietoxietanol (IGEPAL CA-630): Sigma Aldrich Co. 
 Persulfato amônico (APS) (Sigma) 
 Reagente para detecção de Western Blot (ECL plus): Amersham Life Science, 
Pharmacia Biotech 
 Sacarose: Merck 
 SDS (dodecil sulfato sódico): Sigma-Aldrich Co. 
 Solução tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) com Ca2+ e 
com Mg2+: Invitrogen-Gibco 
 Solução tampão citrato 
 Temed (tetrametiletilenodiamina): Sigma-Aldrich Co. 
 Tris [tris(hidroximetil)aminometano]: Sigma-Aldrich Co. 
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 Tris-HCl: Sigma-Aldrich Co. 
 Tween 20 (polioxietileno sorbitano 20): Sigma-Aldrich Co. 
 Uréia (Sigma) 
 Xilazina 
 
















4.1 EXPERIMENTOS REALIZADOS APÓS O TRATAMENTO CRÔNICO COM 
80 MG / KG / DIA DE ATORVASTATINA EM RATOS DIABÉTICOS 
4.1.1  Avaliação dos valores do peso corporal dos modelos experimentais 
As medidas do peso corporal foram avaliadas semanalmente nos animais 
que participaram dos experimentos. No início do estudo, os quatro grupos de 
tratamento apresentavam o peso corporal semelhante (Ct: 248 ± 14 g, n = 19; Ct+At: 
226 ± 12 g, n = 17; Db: 237 ± 20 g, n = 33 e Db+At: 235 ± 28 g, n = 24; p> 0,05). 
Durante as quatro semanas de tratamento os ratos que foram induzidos a diabetes 
através da injeção de 50mg/kg de estreptozotocina tiveram uma redução de peso 
comparados aos grupos não diabéticos, e o tratamento com 80mg/kg/dia de 
atorvastatina, não causou alteração significativa no peso desses animais, tampouco 
apresentou variações significativamente ao ganho de peso corporal nos ratos dos 
grupos controle (Ct: 324 ± 26 g; Ct + em: 317 ± 30 g; Db: 233 ± 49 g * e Db + At : 










Figura 5 – Animais induzidos à diabetes sofrem uma perda de peso corporal 
progressiva e tratamento com atorvastatina não influencia no ganho de peso 
corporal tanto de ratos controle ou diabéticos. Comparação do peso corporal 
(em gramas, g) entre os grupos controle (Ct), controle tratado (Ct+At), diabéticos 
(Db) e diabéticos tratados (Db+At), semanalmente, e ao longo das 4 semanas de 
tratamento com atorvastatina (80 mg / Kg / dia, gavagem).  
 
4.1.2 Avaliação dos índices glicêmicos antes, após a indução com 
estreptozotocina e durante o tratamento crônico com atorvastatina. 
Antes de iniciar o tratamento com atorvastatina, nos ratos dos grupos 
diabéticos foram administrados uma dose única de estreptozotocina na veia peniana 
com o intuito de induzir a DM, para isso foi avaliado a glicose destes animais antes e 
após a indução para confirmação. Estes animais então exibiram após a injeção de 
estreptozotocina uma hiperglicemia severa que se manteve da primeira até a quarta 
semana de tratamento (Tabela 1). O tratamento com atorvastatina 80mg/kg/dia não 
afetou a hiperglicemia em ratos diabéticos tampouco em ratos controle que 




Ao final da quarta semana, foram realizados testes glicêmicos nos quatro 
grupos de animais e foi constatado que o tratamento com 80mg/kg/dia de 
atorvastatina não afetou a curva glicêmica nem a resistência à insulina destes 
animais (Tabelas 2 e 3). 
 
Tabela 1: Níveis de glicose sanguínea nos animais diabéticos e não diabéticos 





(mg / dL) n=19 
Ct+At 
(mg / dL) n=17 
Db 
(mg / dL) n=33 
Db+At 
 (mg / dL) n=14 
1 semana  103 ± 7 125 ± 10 457 ± 95 * 395 ± 43* 
2 semana 106 ± 7 128 ± 8 445 ± 94 * 458 ± 89* 
3 semana 129 ± 10 121 ± 12 494 ± 114* 461 ± 108* 
4 semana  112 ± 12 102 ± 14 514 ± 100* 394 ± 147* 
Os valores expressos como média ± EPM.  





Tabela 2: Valores referentes ao teste de Curva Glicêmica nos animais 
diabéticos e não diabéticos tratados ou não com 80mg/kg/dia de atorvastatina 
após quatro semanas de tratamento. 
Curva 
Glicêmica 
Ct (mg / dL) 
n=4 
Ct+At (mg / dL) 
n=4 
Db (mg / dL) 
n=4 
Db+At (mg / dL) 
n=4 
Basal  110 ± 24 88 ±10 345 ± 107* 413 ± 41* 
30 min  227 ± 28 258 ± 68 468 ± 101* 394 ± 19* 
60 min  187 ± 24 161 ± 15 429 ± 98* 378 ± 25* 
90 min  145 ± 15 126 ± 8 444 ± 129* 389 ± 25* 
120 min  116 ±14 115 ± 5 399 ± 105* 375 ± 5* 
Os valores expressos como média ± EPM. 
* p < 0.05 vs. Controle; ANOVA uma via, pós-teste de Tukey. 
 
Tabela 3: Níveis de glicose sanguínea no teste de resistência insulínica em 
animais diabéticos e não diabéticos tratados ou não com 80mg/kg/dia de 
atorvastatina por quatro semanas. 
Teste de Resistência 
Insulínica  
Ct  (mg / dL) 
n=5 
Ct+At  (mg / 
dL) n=5 
Db  (mg / dL) 
n=5 
Db+At  (mg / 
dL) n=5 
Basal 112 ± 11 123 ±8 525 ± 86* 420 ± 30* 
30 min 81 ± 14 80 ± 12 491± 71* 400 ± 52* 
60 min 78 ± 17 92 ± 12 437± 83* 363 ± 13* 
90 min 79 ± 15 79 ± 9 340± 66* 316 ± 30* 
120 min 85 ± 10 87 ± 10 316± 29* 295 ± 37* 
Os valores expressos como média± EPM.  
* p < 0.05 vs. Controle – ANOVA uma via, pós-teste de Tukey. 
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4.1.3 Avaliação da resposta contrátil à fenilefrina entre os grupos estudados  
Para dar início aos protocolos de estudo da reatividade vascular, o primeiro 
passo foi avaliar a integridade dos componentes da aorta. Para isso foi testado o 
componente funcional do músculo liso vascular, cuja contração máxima induzida por 
75 mM KCl foi semelhante nos anéis de aorta dos quatro grupos estudados: controle 
(2,20 ± 0,15 g, n = 18); Controle tratado com atorvastatina (2,41 ± 0,13 g; n = 16); 
diabético (2,26 ± 0,19 g, n = 31); diabético tratado com atorvastatina (2,43 ± 0,16 g, 
n = 14); p < 0,05, ANOVA uma-via (Figura 6). 
Seguido o teste de integridade do músculo liso, foi realizado o teste do 
endotélio, que teve por objetivo avaliar a capacidade do endotélio promover 
vasodilatação frente a 10 µM de acetilcolina após pré-contração com 1 µM de 
fenilefrina. Tal pré-contração com fenilefrina foi similar entre os grupos. E em relação 
ao relaxamento dependente do endotélio induzido por uma única dose de 
acetilcolina (10 µM), artérias de ratos que apresentaram a camada endotelial 
comprometida, com redução do relaxamento diante do teste do endotélio, foram 
excluídas. Conforme já foi descrito, os valores limítrofes para considerar o anel de 
aorta íntegro e, viabilizando a realização dos experimentos, são valores de 
relaxamento igual ou superior a 85 % em relação à contração máxima provocada 




Figura 6 – Tratamento com atorvastatina não modificou as respostas de 
KCl. 
Não houve diferenças entre os grupos em relação à integridade muscular 
lisa ao contrair-se diante de 75 mM de KCl (Ct: 2,20 ± 0,15 g, n = 18; Ct+At: 2,41 ± 
0,13 g, n = 16; Db: 2,26 ± 0,19 g, n = 31; e Db+At: 2,43 ± 0,16 g, n = 22, * p> 0,05, 
ANOVA uma via). 
Quando analisado os efeitos após quatro semanas de tratamento sobre a 
resposta vasoconstritora à fenilefrina na aorta torácica, observou-se que foi maior 
nos anéis de aorta de ratos diabéticos do que nos de ratos não diabéticos, 
demonstrado por uma resposta máxima significativamente maior (Emax: CT: 86 ± 5 
vs. Db: 132 ± 8,2 *, p <0,05 teste t de Student) (Figura 7 A).  
Embora o tratamento com atorvastatina não tenha modificado a reatividade 
vascular à fenilefrina nos grupos controles (Emax: Ct: 86 ± 5 vs. Ct+At: 90 ± 5,9, p 
<0,05, teste t de Student) (Figura 7 B), nos grupos diabéticos, foi observada que a 
resposta máxima à fenilefrina foi significativamente reduzida nos anéis dos animais 
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tratados com atorvastatina (Emax: Db: 132 ± 8,2 vs Db+At: 112 ± 5,8, p <0,05, teste t 
de Student) (Figura 7 C). 
Portanto, estes dados sugerem que a atorvastatina tem efeito na redução da 
disfunção endotelial nos ratos com DM, como também observado pelos valores na 
Tabela 4. 
 
Figura 7 - Atorvastatina reduz hiperreatividade vascular à fenilefrina. 
Curva concentração-resposta de fenilefrina em anéis de aorta de ratos A) controle 
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(Ct) vs. diabéticos (Db); B) controle tratados com atorvastatina (Ct+At) vs. controle; e 




Tabela 4 – Valores de pD2 e Emax obtidos das curvas concentração-resposta à 
fenilefrina (FE, 0,1 nM–0,3 mM) em anéis de aorta de ratos de todos os grupos. 
 
Ct Ct+At Db Db+At 
Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2 
86±5 6,3±0,2 90±6 6±0,2 132±8* 6,3±0,1 112±6# 6,6±0,1 
 
Valores expressos como média ± EPM. 
*p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db; por teste t Student. 
 
4.1.4 Modulação do endotélio sobre a resposta vasoconstritora da fenilefrina 
Para investigar se a DM modifica a influência do endotélio na resposta 
contrátil à fenilefrina e se o tratamento com atorvastatina causa alguma alteração 
seja ela positiva ou não, esta camada foi removida mecanicamente, participando 
deste protocolo somente os anéis de aorta que apresentaram relaxamento de menos 
de 10 % do teste de integridade endotelial. 
Esta remoção endotelial (E-) provocou um aumento da resposta contrátil nos 
anéis dos animais controle, quando comparada à situação com endotélio, porém não 
houve diferenças estatísticas na sensibilidade tampouco na resposta máxima à 
vasoconstrição induzida pela fenilefrina nos anéis do grupo diabético (Figuras 8A e 
B). 
Quando observamos os anéis do grupo diabético tratado com atorvastatina, 
houve uma melhora da modulação endotelial reduzida nos ratos diabéticos, como foi 
observado através de um aumento da sensibilidade (pD2) (Figura 8C). 
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Estes resultados nos levam a sugerir que há uma modulação endotelial 
reduzida nos animais com DM, e que o tratamento com atorvastatina melhora esta 
modulação nos ratos diabéticos, como pode ser visto na pD2 e os valores de Emax 
(Tabela 5). 
 
Figura 8 - O efeito da remoção endotelial na diabetes é diminuído pelo 
tratamento com atorvastatina. O efeito da remoção do endotélio (E-) quando 
comparado ao seu respectivo endotélio intacto (Ct, Db, Db+At), nas curvas de 
concentração-resposta à felinefrina em aneis de aorta de ratos controle (A), ratos 
diabéticos (B) e ratos diabéticos tratados com atorvastatina (C). *p<0.05 vs. Ct; 
#p<0.05 vs. Db; por teste t Student. 
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Tabela 5 - Valores de pD2 e Rmax obtidos nas curvas concentração-resposta à 
fenilefrina (0,1 nM – 0,3 mM) na presença (E+) e ausência de endotélio (E-) em 
anéis de aorta de ratos de todos os grupos. 
 Ct Db Db+At 
 Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2 
Curva controle 98±10 6,3±0,2 128±10 6,3±0,1 124±6 6,5±0,1 
Curva E- 162±12* 6,7±0,3 153±12 7,6±0,6 145±5 7,5±0,1# 
 
Valores expressados como média ± EPM. 
*p<0.05 vs. Curva controle (Ct); #p<0.05 vs. Curva controle (Db+At); teste t Student. 
4.1.5 Efeito do bloqueio com L-NAME sobre as respostas vasoconstritoras à 
fenilefrina 
A disfunção endotelial é frequentemente associada a uma redução da 
biodisponibilidade do óxido nitrico. Sabendo disso, foi utilizado o inibidor não seletivo 
da síntese de NO, L-NAME, com o intuito de investigar o papel deste na disfunção 
endotelial causada pela DM, e o efeito que o tratamento com atorvastatina causa 
nestes ratos. A curva de concentração-resposta à fenilefrina foi deslocada para a 
esquerda em todos os grupos, caracterizada por um aumento da resposta máxima. 
Entretanto, nos animais diabéticos, tratados ou não, observou-se também um 
aumento da sensibilidade (pD2) nos anéis de aorta (Figuras 9 A e B).  
O destaque se dá para o tratamento com atorvastatina, que foi suficiente 
para aumentar a biodisponibilidade do NO nos ratos diabéticos (Figura 9 C), o qual 
pode ser visto pela variação (Δ) da resposta máxima de cada grupo calculada 
através das respectivas curvas com L-NAME em comparação com ratos controle (Δ 
Emax Ct: 62 ± 11; Δ Emax Db: 51 ± 13; Δ Emax Db+At: 72 ±10*, *P <0,05 vs.Db; 




Figura 9. Atorvastatina aumenta a influencia do NO na reatividade vascular. 
Efeito do L-NAME (100 µM) na curva de concentração-resposta à fenilefrina em 
anéis de aorta de ratos controle (A), ratos diabéticos (B) e ratos diabéticos tratados 





Tabela 6 – Valores de pD2 e Rmax obtidos nas curvas concentração-resposta à 
fenilefrina (0,1 nM - 0,3 mM) sob o efeito do L-NAME (100 µM) em anéis de aorta 
de todos os grupos de ratos. 
 Ct Db Db+At 
 Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2 
Curva controle 89±11 6,2 ± 0,2 129±13 6,3±0,2 112±9 6,4±0,2 
Curva L-NAME 151±11* 6,4 ± 0,3 180±13# 7,1±0,1# 184±12§ 7,3±0,1§ 
 
Valores expressos como média ± EPM. 
 *p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db; §p<0.05 vs. Db+At; teste t Student. 
 
4.1.6 Efeito do bloqueio com indometacina sobre a resposta vasoconstritora à 
fenilefrina 
Para investigar o papel de prostanóides no mecanismo pelo qual o 
tratamento com atorvastatina afeta o aumento da resposta da fenilefrina encontrado 
em ratos diabéticos, incubamos anéis de aorta com o inibidor da via do acido 
araquidônico-COX, indometacina. Foi observado que a reatividade vascular à 
fenilefrina foi reduzida no grupo diabético em comparação com o grupo controle 
(Figuras 12A e B). Este resultado sugere que pode haver envolvimento de 
prostanóides vasoconstritores na hiper-reatividade vascular à fenilefrina em ratos 
diabéticos. Como demonstrado na figura 12A, a presença de indometacina não 
modificou a resposta à fenilefrina no grupo controle, mas foi suficiente para reduzir a 
reatividade vascular à fenilefrina no grupo diabético (Figura 12B). Ao analisar o 
efeito nos animais tratados com atorvastatina, observamos um efeito preventivo, o 
que sugere que a atorvastatina pode reduzir o envolvimento de prostanóides 
vasoconstritores em aorta dos animais diabéticos (Figura 12C). Estes resultados 
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podem ser evidenciado pelos dados de sensibilidade pD2 e Emax mostrados na 
tabela 7. 
 
Figura 10 -  Atorvastatina diminui a participação da via da COX. Efeito da 
indometacina (10 µM) na curva concentração-resposta à fenilefrina em anéis de 
aorta de ratos, A) controle (Ct); B) diabético (Db); e C) diabético tratado com 
atorvastatina. *p<0.05 vs. Db; por teste t Student. 
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Tabela 7 – Valores de pD2 e Rmax obtidos nas curvas concentração-resposta à 
fenilefrina (0,1 nM – 0,3 mM) em anéis de aorta de ratos incubados com 
indometacina (10 µM) em todos os grupos. 
 Ct Db Db+At 
 Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2 
Curva controle 91±7 6±0,2 134±13 6,5±0,4 123±7 6,5±0,1 
Indometacina 92±7 6,2±0,2 80±11* 6,2±0,1 101±11 6,8±0,1 
 
Valores expressos como média ± EPM. 
*p<0.05 vs. Db; por teste t Student. 
4.1.7 Efeito do bloqueio com NS398 sobre a resposta vasoconstritora à 
fenilefrina 
Demonstrada a participação de prostanóides nos fatores envolvidos na 
disfunção endotelial presente nos animais diabéticos, houve a necessidade de 
esclarecer qual seria a isoforma da COX envolvida. A partir de então, anéis de aorta 
foram incubados com um inibidor específico da COX-2, o NS 398 (1 M). Os 
resultados na reatividade vascular mostram que não houve alteração no grupo 
controle (Figura 11A), entretanto a resposta máxima à fenilefrina foi reduzida em 
segmentos de aorta de ratos diabéticos (Figura 11B). Quando em presença do 
tratamento com atorvastatina, o efeito visualizado nos ratos diabéticos foi impedido 
(Figura 11C), o que sugere que a redução de prostanóides vasoconstritores é 
mediada pela COX-2 (Emax: Ct: 101 ± 5 vs Ct (NS398): 85 ± 5; Db: 127 ± 11 vs Db 
(NS398): 91 ± 11 * e Db+At: 112 ± 12 vs Db+At (NS398): 102 ± 8, *p <0,05 vs Db, 
pelo teste t Student) (Figuras 11A, B e C). Ao avaliar a expressão protéica da COX-2 
houve um aumento no grupo diabético, o que não foi modificado após tratamento 




Figura 11. Atorvastatina reduz a produção de prostanóides vasoconstritores 
via ciclooxigenase (COX-2). Efeito do NS398 (1 µM) na curva de concentração-
resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos A) controle (Ct); B) diabético (Db); e 
C) diabético tratado com atorvastatina. *p<0.05 vs. Db; via teste t Student. D) 
Expressão protéica COX-2. #p<0.05 vs. Ct; via ANOVA uma via seguido de pós 




4.1.8  Efeito do bloqueio com apocinina sobre a resposta vasoconstritora à 
fenilefrina 
Para investigar os mecanismos responsáveis pelo já mencionado aumento 
da resposta contrátil à fenilefrina em ratos diabéticos quando comparada à resposta 
dos ratos controle, foram desenvolvidas curvas concentração-resposta à fenilefrina 
em anéis de aorta na ausência (curva controle) ou na presença de um antioxidante 
incubado previamente por 30 minutos, a apocinina (30 µM) um inibidor da NADPH 
oxidase. 
Muito se discute a respeito da ação da atorvastatina sobre a NADPH 
oxidase, como demonstrado em estudos anteriores (SAN MARTIN et al., 2007) Por 
isso utilizamos este antioxidante geral, para determinar o envolvimento do ânion 
superóxido nas respostas vasoconstritoras dos ratos diabéticos. Os ratos controle 
não apresentaram participação de EROs na resposta contrátil à fenilefrina, pois a 
apocinina não produziu deslocamento da curva concentração-resposta em relação à 
curva controle, Já as aortas de ratos diabéticos demonstraram aumento da produção 
de EROs na resposta contrátil à fenilefrina, verificada diante do deslocamento da 
curva para a direita e este efeito foi abolido nos ratos tratados com atorvastatina 
(Emax: Ct: 82 ± 8 vs Ct (APO): 82 ± 7; Db: 143 ± 11 vs Db (APO): 101 ± 12 * e 
Db+At: 122 ± 7 vs Db+At (APO): 112 ± 7,4; * p <0,05 vs. Db, teste t Student) 
(Figuras 12A, B e C). Para confirmar esta resposta funcional, avaliamos a expressão 
proteica da subunidade NOX1 da NADPH oxidase (Figura 12D), e nas amostras dos 
ratos tratados com atorvastatina, foi constatado uma redução da expressão proteica 
da NOX1, o que sugere que houve uma redução do ânion superóxido derivado da 




Figura 12. Atorvastatina diminue a contribuição de ânion superóxido via 
NADPH oxidase para resposta vasoconstritora. Efeito da apocinina (30 µM) na 
curva concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos A) controle 
(Ct); B) diabético (Db); e C) diabéticos tratados com atorvastatina. *p<0.05 vs. Db; 
por teste t Student. D) Expressão protéica de NOX1. #p<0.05 vs. Ct; §p<0.05 vs. Db.  
Teste ANOVA, uma via, e post teste de Tukey. 
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4.1.9 Efeitos do tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e não 
diabéticos sobre a produção vascular de ânion superóxido 
 Para verificar a influência do tratamento com atorvastatina por quatro 
semanas sobre a produção vascular de ânion superóxido foi utilizada a técnica de 
fluorescência produzida pela oxidação do DHE. Através dessa técnica, foi possível 
constatar que o aumento de ânion superóxido observado em anéis de ratos 
diabéticos foi reduzido pelo tratamento com atorvastatina, corroborando com os 
resultados funcionais encontrados, que mostrou a produção de ânion superóxido 
significativamente maior nos anéis de aorta dos animais diabéticos quando 
comparado aos animais controle e a reversão deste quadro quando tratado com 





Figura 13. Produção de ânions superóxido in situ é diminuída pela 
atorvastatina. Efeito da atorvastatina na produção do ânion superoxido em anéis de 
aorta de ratos controle (Ct), diabético (Db) e diabético tratado com atorvastatina 
(Db+At). *p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db, usando ANOVA uma via, seguido de pós 






4.2 SUMARIZAÇÃO DOS RESULTADOS 
Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo permitem sugerir que o 
tratamento por quatro semanas com 80 mg / kg / dia de atorvastatina: 
 não alterou o peso corporal, tampouco a glicemia de ratos diabéticos ou 
controles; 
 foi capaz de reduzir a hiper-reatividade vascular à fenilefrina; restaurar a 
modulação endotelial sobre a resposta vasoconstritora, provavelmente 
através da maior liberação de NO;  
 reduziu a produção de prostanóides vasoconstritores por COX-2 que se 
encontra exacerbada em aortas de ratos diabéticos; 
 reduziu a produção de ânion superóxido derivado da NADPH oxidase em 
ratos diabéticos, reduzindo também a expressão protéica da subunidade 












Os maiores achados em nosso estudo sugerem que o tratamento com altas 
doses de atorvastatina melhora a função vascular de ratos diabéticos, e isso pode 
estar relacionado tanto com a redução do ânion superóxido derivado da NADPH 
oxidase como dos prostanóides vasoconstritores derivados da COX-2. Ademais, o 
tratamento com atorvastatina não promoveu alteração significativas nos elevados 
níveis de glicemia encontrados no grupo diabético. Portando, os benefícios 
vasculares provocados pelo tratamento com atorvastatina, podem ocorrer mesmo 
em condições hiperglicêmicas. 
As estatinas têm muitos efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular, 
principalmente por melhorar a função endotelial (TAN et al., 2002; Crespo & 
QUIDGLEY, 2015). Isso ocorre por vários mecanismos, incluindo a upregulation da 
expressão da eNOS e produção NO, a redução do estresse oxidativo e ações anti-
inflamatórias (ENDRES et al., 1998; WASSMANN et al., 2001; WASSMANN et al., 
2012; LAUFS et al., 1998; LEFER 2002). Portanto, uma vez que um indivíduo 
diabético adquire uma lesão vascular, a hipótese é de que uma dose elevada de 




5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA SOBRE OS 
PARÂMETROS DE PESO E GLICÊMICOS NOS RATOS DIABÉTICOS 
Para estudar a DM, utilizamos o modelo experimental com ratos Wistar, no 
qual, através de uma dose única de estreptozotocina, foi elevada a glicemia do rato 
acima de 250 mg/ml. Assim, considerado de forma bem estabelecida na literatura, 
um quadro de diabetes (XAVIER et al., 2003). A partir da patologia confirmada, foi 
feito um tratamento crônico com atorvastatina por quatro semanas, e, 
posteriormente, avaliadas as alterações vasculares possíveis presentes. 
Ao ser analisado o peso corporal, não foi possível encontrar diferença entre 
os animais diabéticos e os diabéticos tratados com atorvastatina, porém, quando 
comparados aos grupos controle, alterações significativas foram destacadas, sendo 
os ratos diabéticos de menor peso que os ratos controle o que está de acordo com o 
relato de outros autores que descrevem como característica da diabetes do tipo I 
não ter ganho ponderal (CONTRERAS & KING, 1989; ZHANG et al., 1994). 
Quanto à glicemia, alguns estudos relatam que o uso das estatinas pode 
aumentar a glicemia dos pacientes saudáveis, questionando até mesmo a 
possibilidade de o tratamento com estatinas induzir à síndrome metabólica e em 
alguns casos até mesmo à diabetes, como por exemplo, os resultados da meta-
análise realizada (Sattar et al., 2014) que mostraram que pessoas que receberam 
estatinas apresentaram um risco ligeiramente aumentado de diabetes em 
comparação com aqueles tratados com placebo ou tratamento padrão, este risco 
pareceu mais elevado nos pacientes de idade mais avançada. 
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Em outro estudo, que avaliou os efeitos de várias estatinas sobre a via dos 
transportadores de glicose, somente a atorvastatina, dentre todas as demais 
estatinas estudadas, pareceu ter um efeito prejudicial sobre o metabolismo da 
glicose através da diminuição da maturação de adipócitos por inibição da 
biossíntese de isoprenóides, podendo afetar potencialmente o controle da diabetes 
tipo 2 (NAKATA et al; 2006).  
Entretanto, em nosso estudo o tratamento com atorvastatina não afetou a 
hiperglicemia predominante e não controlada, tampouco a curva glicêmica nem a 
resistência à insulina em ratos diabéticos.  Sabendo que a hiperglicemia é o principal 
fator de risco para o desenvolvimento de disfunção endotelial em pacientes com DM, 
o fato do tratamento não afetar estes valores é o primeiro resultado positivo. 
A hiperglicemia aguda ou crônica pode causar várias alterações na função 
vascular, incluindo uma diminuição de relaxamento derivado do endotélio (PIEPER & 
GROSS 1988, PIEPER, 1999; GUPTE et al., 2010), ou um aumento da resposta 
contrátil do músculo liso vascular (DAVEL et al, 2000; KONIOR et al., 2014; ABEBE, 
HARRIS et al., 1900) e uma predisposição para o desenvolvimento de doenças 
inflamatórias, ateroscleróticas e trombóticas (COHEN & TONG, 2010). 
Alterações decorrentes da disfunção endotelial nos processos 
hiperglicemiantes são multifatoriais e diretamente relacionados ao tempo de 
exposição (XAVIER et al., 2003). Por isso a necessidade e a busca de 
medicamentos que previnam a aterosclerose, uma das principais doenças 
cardiovasculares que atingem pacientes diabéticos. 
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Mesmo assim, existe ainda nos dias de hoje, muita controvérsia a respeito 
dos efeitos benéficos das estatinas sobre a função vascular. Uma linha de 
pesquisadores acredita que o tratamento com as estatinas não traz benefícios 
vasculares, como visto em um estudo feito com pacientes diabéticos tipo 2 com 
níveis normais de colesterol, que mostrou que a função endotelial não foi restaurada 
após um mês de tratamento com 20mg de atorvastatina (TANTIKOSOOM et al., 
2005). Já em outro estudo, mostrou-se uma piora na função endotelial de pacientes 
com diabetes tipo 2 que não foi restaurada após um período de tratamento de seis 
semanas com 40 mg de sinvastatina (VAN DE REE et al, 2001), ou como no estudo 
reportado por Ling e colaboradores (2005) que verificaram que o tratamento feito 
com 40mg de pravastatina por oito semanas, foi ineficaz na melhoria do relaxamento 
endotelial em pacientes com doença coronária. 
Em contrapartida, existe outra vertente científica que acredita que as 
estatinas apresentam muitos efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular, 
principalmente por melhorar a função endotelial. Um estudo mostrou que pacientes 
diabéticos tratados com atorvastatina (10 mg e 20 mg) não só reduziram os níveis 
de colesterol plasmático, como a vasodilatação dependente do endotélio melhorou 
no grupo da atorvastatina comparado com o grupo de placebo (TAN et al.,2002). 
Outro estudo, também mostrou benefícios cardiovasculares quando comparou o 
tratamento com 10mg de três das principais estatinas (atorvastatina, sinvastatina e 
pravastatina) onde se mostraram igualmente eficazes na melhoria da função 
endotelial, na redução do tônus vascular e no remodelamento, independente dos 




5.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA NA REATIVIDADE 
VASCULAR EM RATOS DIABÉTICOS  
No presente estudo observamos que aortas de ratos diabéticos 
apresentaram aumento da resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina, quando 
comparadas aos animais controles, corroborando com os dados de Xavier e 
colaboradores (2003) que apresentam um aumento de reatividade em ratos 
diabéticos após quatro semanas de diabetes estabelecida.  
Vários fatores podem levar a essa disfunção endotelial encontrada nos ratos 
diabéticos. Os possíveis mecanismos relacionados são: aumento da inativação do 
NO por espécies reativas de oxigênio (PIEPER & SIEBENEICH, 1997; XAVIER et 
al., 2003), redução da NO-sintase endotelial por falta de cofator como a BH4 
(PIEPER & SIEBENEICH, 1997), diminuição dos substratos L-arginina ou sua 
utilização incorreta para a síntese do oxido nítrico (PIEPER & SIEBENEICH, 1997), 
aumento da PKC pelas células endoteliais (PELLIGRINO et al., 1994), aumento da 
atividade da enzima conversora de angiotensina (PIEPER &SIEBENEICH, 2000), 
dentre outros. 
 Ademais, no tratamento com atorvastatina, observamos em nosso trabalho 
que o grupo diabético apresentou uma diminuição da resposta à fenilefrina quando 
comparada com o grupo diabético não tratado com atorvastatina. Esses resultados 
corroboram com os de Takemoto & Liao (2001) que destacam os efeitos das 
estatinas sobre o sistema cardiovascular por uma melhora do relaxamento 
dependente do endotélio por mecanismos envolvidos no up-regulation da expressão 




Por isso, as estatinas são a classe de medicação mais utilizada nos países 
desenvolvidos, principalmente após a recomendação dada pela American Diabetes 
Association (ADA) sobre a prescrição para todos os pacientes diabéticos 
(Alexandria, 2014). Além de comprometerem a síntese do colesterol através da 
inibição da síntese de mevalonato, limitando a biossíntese do colesterol, seus efeitos 
pleiotrópicos a nível cardiovascular são amplamente aceitos. Nomeadamente se 
fazem através do aumento da biodisponibilidade do NO derivado da NOS, reduzindo 
a morbidade e mortalidade relacionada a alterações cardiovasculares em pacientes 
com ou sem doença arterial coronariana (BOUITBIR et al., 2012). 
Diante da confirmação, decidimos investigar o papel do endotélio na redução 
da resposta à fenilefrina induzida pela atorvastatina nos ratos diabéticos. Para isso, 
as experiências foram realizadas na presença e ausência de endotélio. A remoção 
do endotélio levou a um aumento da contração induzida pela fenilefrina em ratos 
controle, mas não foi encontrada diferença nos ratos diabéticos, o que sugere que a 
capacidade do endotélio para modular a resposta contrátil induzida pela fenilefrina 
pode estar prejudicada nos anéis aórticos isolados de ratos diabéticos. Esses 
resultados estão em concordância com os de outros pesquisadores que relatam que 
a diabetes está associada à disfunção endotelial com o aumento da resposta 
vasoconstritora (FOLKOW, 1982; BOHR & WEBB, 1984; LÜSCHER & 




No entanto, os nossos resultados sugerem que o tratamento com 
atorvastatina pode melhorar a modulação endotelial da resposta contrátil à fenilefrina 
nos ratos diabéticos. Após a remoção mecânica do endotélio nos animais diabéticos 
tratados com atorvastatina, foi verificado um aumento da sensibilidade, sugerindo 
que o tratamento melhorou a participação endotelial em ratos diabéticos, seja por 
um aumento de vasodilatador ou redução de vasoconstrição. 
O NO, que é formado a partir do metabolismo da L-arginina sob a ação da 
enzima NOS, é um dos mais importantes fatores relaxantes derivados do endotélio, 
contribuindo com a regulação do tônus vascular (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 
1989). Portanto quando produzido, o NO é liberado pelo endotélio e se propaga para 
as células do músculo liso vascular, levando à diminuição de Ca2+ intracelular e 
consequente vasodilatação (MONCADA & HIGGS, 2006). Porém, em determinados 
momentos, a NOS pode sofrer uma diminuição da capacidade de formar NO, pois 
quando em altas concentrações de ânion superóxido o mesmo reage com o NO, 
reduzindo assim sua biodisponibilidade (Xia et al., 1998). Além disso, o 
desacoplamento da eNOS leva ao aumento do estresse oxidativo e o processo de 
produção de superóxido, corroborando para a diminuição da biodisponibilidade de 
NO no diabetes (SENA et al., 2014). 
Sabemos que a atorvastatina, é um agente redutor de lipídios, entretanto 
tem se destacado em um papel importante na angiogênese coronariana. De acordo 
com o estudo realizado para avaliar os efeitos da atorvastatina sobre a capacidade 
de resposta angiogênica de células endoteliais coronárias tanto de ratos normais 
como de diabéticos, mostrou que tratamento com atorvastatina em baixas doses 
causou um aumento significativo sobre a resposta angiogênica induzida 
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principalmente pela libertação de NO quando comparado ao grupo não tratado, 
concluindo que o tratamento com baixa dose de atorvastatina melhora a resposta 
angiogênica através da ativação da eNOS, aumentando o fluxo de NO 
(CHAUDAGAR & MEHTA, 2014). 
Em nosso estudo observamos, que a modulação endotelial nos ratos 
diabéticos está prejudicada quando comparados aos ratos controle, podendo ser 
devido à redução da participação do NO naqueles animais. Nossos resultados 
sugerem que a atorvastatina melhora a liberação de NO nos ratos diabéticos, isso 
pode ser observado quando incubados com o L-NAME (100 µM), onde temos a 
redução do Rmax mediado pela atorvastatina em anéis de aorta de ratos diabéticos. 
Estudo comandado por Mason e colaboradores (2015) verificou em ratos 
diabéticos e hipertensos por cinco semanas um alto desacoplamento da eNOS, 
estresse oxidativo e disfunção endotelial; neste mesmo estudo, o tratamento com 
atorvastatina restaurou parcialmente a função endotelial, aumentando os níveis de 
NO, e reduzindo peróxido de hidrogênio, efeito este causado por moduladores de 
eNOS ou da NADPH oxidase. Desta forma foi possível confirmar uma melhora da 
função endotelial e proteção vascular por atorvastatina em diabetes e hipertensão 
(MASON et al., 2015). Nossos resultados corroboram parcialmente com o estudo 
acima citado, uma vez que encontramos melhora na função endotelial associado ao 
aumento da liberação de NO e redução do estresse oxidativo no tratamento com 
atorvastatina. 
Já está muito bem descrita na literatura que a diabetes também é capaz de 
gerar um processo inflamatório vascular (SHI & VANHOUTTE, 2009; MASSARO et 
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al., 2010). Deste modo, foi investigado se o tratamento com atorvastatina seria 
capaz de minimizar o processo inflamatório encontrado na diabetes. 
Prostanóides derivados da COX-2 em níveis aumentados apresentam um 
relevante papel nas alterações vasculares presentes na diabetes (XAVIER et al., 
2003; MASSARO et al., 2010; HADI & SUWAIDI, 2007), muitas vezes ligados a uma 
dinâmica de troca entre EROs e COX-2 na inflamação vascular característica deste 
processo patológico (MARTÍNEZ et al., 2013). Isto pode explicar, pelo menos em 
parte, o aumento das respostas constritoras à fenilefrina vista em ratos diabéticos.  
Assim, para avaliar a participação de prostanóides, utilizou-se indometacina, 
um inibidor não seletivo das ciclo-oxigenases, e NS398, um inibidor específico da 
COX-2. De fato, nossos resultados demonstram a resposta a fenilefrina reduzida 
após as incubações, confirmando o que estudos anteriores relataram (SHI Y & 
VANHOUTTE, 2008; GALLO et al., 2010; XAVIER et al., 2003), sugerindo que existe 
um aumento de prostanóides constritores provenientes da via da COX-2 e um 
aumento da expressão protéica de COX-2 nos anéis aórticos isolados de ratos 
diabéticos. No entanto, o tratamento com atorvastatina bloqueando a COX-2 sugere 
que possa haver o aumento de prostanóides constritores derivados da COX-2 na 
aorta de ratos diabéticos.  
Embora não tenha alterado a expressão protéica da COX-2 em nossos ratos 
diabéticos, já foi demonstrado que a atorvastatina reduz a atividade da COX-2 em 
células do endotélio vascular de humanos (MASSARO et al., 2010). 
Vários relatos descrevem vias de sinalização e diferentes formas de 
estímulos que podem ser responsáveis pela liberação de COX-2 e EROs. Autores 
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descrevem uma relação recíproca entre ambos os mediadores (MARTINEZ-
REVELLES et al., 2013). Portanto, podemos caracterizar a própria atividade da 
COX-2 como uma fonte de ânion superóxido promovendo aumento de atividade da 
NADPH, que é uma das principais vias na diabetes, além de alguns prostanóides 
que podem aumentar a produção de ânion superóxido em artérias de animais 
diabéticos (WENZEL et al., 2007).  
A NADPH oxidase é a uma das principais fontes de ânion superóxido, 
levando ao estresse oxidativo no sistema cardiovascular (HARE & STAMLER, 2005). 
A família da NADPH oxidase inclui uma série de isoformas, com NOX1 sendo a 
principal isoforma. Ela esta presente na cavéola sarcoplasmática das células 
endoteliais e é ativada primeiramente por tensão de cisalhamento, prostaglandina e 
angiotensina II (KLEIKERS et al., 2012). 
Seguindo o raciocínio, observamos em nosso estudo que ratos diabéticos 
apresentam importante participação de EROs sobre a resposta vasoconstritora à 
fenilefrina, sugerindo a presença de estresse oxidativo vascular nestes animais. 
Quando incubamos com apocinina (30 µM), observamos que a inibição de ânion 
superóxido, via NADPH oxidase, leva à redução da vasoconstrição exacerbada em 
ratos diabéticos, bem como à melhora da função vascular, prejudicada nestes 
animais. 
Corroborando esses achados, observou-se um aumento de produção de 
ânion superóxido local e um aumento na expressão protéica da NOX1 nos ratos 
diabéticos. Vários relatórios demonstraram que o aumento do estresse oxidativo em 
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ratos diabéticos resulta de um aumento na atividade da NADPH oxidase vascular 
(SONTA et al., 2004; BUBOLZ et al., 2005; DAVEL et al., 2011). 
Em nosso estudo, confirmamos que a diabetes foi capaz de aumentar a 
subunidade da enzima NADPH oxidase NOX1, expressa na aorta. Ademais, a 
atividade da NADPH oxidase, constatada pela quimioluminescência, foi efetivamente 
aumentada pela condição de diabetes instalada, promovendo aumento da produção 
de ânion superóxido. Esses dados nos levam a um entendimento que o aumento da 
expressão gênica da subunidade NOX1, como também o aumento da atividade da 
enzima NADPH oxidase, resultaram, no aumento da produção do ânion superóxido 
em animais diabéticos. Como descrito por Drummond e colaboradores (2011), a 
NOX1 está envolvida na produção de ânion superóxido, corroborando com nossos 
achados bioquímicos, em que os animais diabéticos apresentam um aumento de 
ânion superóxido. 
Ao mesmo tempo, as estatinas podem inibir a NADPH oxidase e reduzir a 
expressão da proteína NOX1 (WASSMANN et al., 2002; KLENIEWSKA et al., 2012) 
contribuindo para os efeitos vasoprotetores das estatinas. De fato, estudos 
anteriores demonstraram esta diminuição da produção de EROs pelas estatinas no 
DM experimental, principalmente ânion superóxido, e que esta está associada com a 
inibição da NADPH oxidase (WENZEL et al., 2008; MASON et al., 2015; BRUDER et 
al., 2015). 
Assim, de acordo com estudos anteriores, os nossos resultados mostram 
que o tratamento com atorvastatina pode diminuir os efeitos de ânion superóxido 
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derivado da NADPH oxidase e diminuir a expressão protéica de NOX1, que, por sua 
vez, pode reduzir a lesão vascular no DM (BRUDER et al., 2015). 
Outros estudos também discutem que as alterações encontradas na 
diabetes podem contribuir para a disfunção endotelial através do aumento do 
estresse oxidativo. Foi demonstrado que a sobrecarga de açúcar circulante pode 
estimular a produção de EROs, como ânion superóxido e H2O2 (CHRIST et al., 2002; 
MARITIM, SANDERS et al., 2003; SHI & VANHOUTTE, 2009). As EROs geradas a 
partir da hiperglicemia são provenientes, em grande parte, da NADPH oxidase e da 
mitocôndria (WENZEL et al., 2007). De acordo com esses dados, foi relatado que 
em ratos obesos e diabéticos, ou seja, portadores de vias inflamatórias ativas, é 
observado o nível das EROs levando à redução da produção e biodisponibilidade de 
NO (PEREZ et al., 2011). 
O estresse oxidativo é responsável pelo início do processo inflamatório, e 
isso ocorre porque são eles os principais estimuladores da permeabilidade vascular, 
através do aumento de mediadores inflamatórios como prostaglandina (LEE et al., 
2004). Os estágios seguintes da inflamação, conhecidos pela adesão, migração e 
quimiotaxia das células inflamatórias na vasculatura, também são determinados pela 
produção de EROs. 
O equilíbrio que deve existir entre a geração e a inativação das EROs se faz 
necessário para modulação da função vascular, seja pela ação direta causada pelo 
estresse oxidativo ou pela ativação das vias de sinalização intracelulares que são 
capazes de promover a proliferação celular, o remodelamento vascular, o 
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desenvolvimento de processo inflamatório e a alteração no tônus vascular (SZASK 
et al., 2007; WESELER & BAST, 2010; ZINKEVICH & GUTTERMAN, 2011). 
Conforme o que já foi relatado, um grande número de autores consideram 
que o aumento do estresse oxidativo é um dos mecanismos bem descrito para 
explicar a biodisponibilidade de NO reduzida e a disfunção endotelial associada, 
presentes no DM. 
Entretanto, não podemos confirmar que a síntese e liberação de óxido nítrico 
não estão efetivamente modificadas, mas sua biodisponibilidade pode estar reduzida 
devido ao aumento da formação de ânion superóxido no DM (CHRIST et al., 2002), 
sendo eles responsáveis pela inativação do óxido nítrico, e consequentemente a 
diminuição de sua ação vasodilatadora, e por fim a potencialização do efeito 
vasoconstritor (GRYGLEWSKI, PALMER & MONCADA, 1986). 
Espécies reativas de oxigênio é como é chamado o grupo formado pelo 
ânion superóxido, o H2O2 e o radical hidroxila (SHI & VANHOUTTE, 2009). Esses 
radicais livres são capazes de reagir com a grande maioria das moléculas 
biológicas, incluindo lipídeos, proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos e com o 
óxido nítrico, com isso eles participam da regulação da sinalização, crescimento e 
proliferação celular. Por outro lado, o resultado do excesso de EROs, principalmente 
no sistema cardiovascular, são a injúria celular e a disfunção endotelial (TANIYAMA 
& GRIENDLING, 2003), podendo ainda ser a causadora da inibição de outras fontes 
vasodilatadoras dependentes do endotélio, como a prostaglandina I2 e o EDHF, 
contribuindo para o aumento da resposta vasopressora e consequentemente para a 
hipertensão arterial, subsequente da diabetes (FÉLÉTOU & VANHOUTTE, 2006). 
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Não foram observadas quaisquer alterações na expressão protéica de COX-
2 em ratos diabéticos tratados com atorvastatina. No entanto, Martínez-Revelles e 
colaboradores (2013) demonstraram que os produtos derivados da COX-2 podem 
modular a produção de EROs. Assim, pode-se especular que o tratamento com 
atorvastatina promove uma inibição da NADPH oxidase, que pode reduzir a geração 
de ânion superóxido, a qual pode, em seguida, reduzir o nível de prostanóides 
constritores derivados da COX-2 em ratos diabéticos. 
Portanto, os nossos resultados mostram que o tratamento com dose elevada 
de atorvastatina, independentemente da hiperglicemia, melhora a função vascular 
nos anéis aórticos isolados de ratos diabéticos por provável redução de prostanóides 
constritores derivados de COX-2 e por reduzir o estress oxidativo através da NADPH 





















Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo demonstram que a DM 
induz alterações vasculares após quatro semanas da doença estabelecida, na 
reatividade vascular à fenilefrina em anéis de aorta toráxica isolados de rato. 
Además, decorrente da indução do estresse oxidativo, a hiperglicemia leva à 
disfunção endotelial, presente na diabetes. 
Nosso estudo também sugere que o tratamento com atorvastatina em alta 
dose é capaz de melhorar essa disfunção endotelial nos anéis aórticos isolados dos 
ratos diabéticos através da redução de prostanóides constritores derivados da COX-
2 e por inibir a via da NADPH oxidase reduzindo o estresse oxidativo aumentando, 
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